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µm  : micrómetro 
µg/mL  : microgramo por mililitro 
µL  : microlitro 
ADN  : Ácido desoxirribonucleico 
ARN  : Ácido ribonucleico 
ASTM  : Sección Americana de la Asociación Internacional para el ensayo de                                                               
Materiales 
BD  : Biodegradación 
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool 
BPC  : Cromatografía de Fase Ligada 
cell/mL : células por mililitro 
COP  : Contaminante Orgánico Persistente 
CV  : Coeficiente de variación 
DDT  : Dicloro Difenil Tricloroetano 
GC  : Cromatografía de Gases 
HPLC  : Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia  
IEC  : Cromatografía de Intercambio Iónico 
IUPAC : Unión Internacional de Química Pura y Aplicada 
LC  : Límite de cuantificación 
LD  : Límite de detección 
LIA  : Lisina Hierro Agar 
LLC  : Cromatografía Líquido-Líquido 
LSC  : Cromatografía Líquido-Sólido 
mL  : mililitro 
nm  : nanómetros 
ºC  : Grado centígrado 
OMS  : Organización Mundial de la Salud 
PAS  : Medio de sales minerales tamponada con fosfato 
pb  : pares de bases 
PCBs  : Bifenilos policlorados.  
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pH  : Potencial de Hidrógeno 
ppm  : partes por millón 
psi  : libra-fuerza por pulgada cuadrada 
RP-18  : Columna de fase reversa de dieciocho carbonos  
rpm  : revoluciones por minuto 
RSD  : Desviación estándar relativa 
SEC  : Cromatografía de exclusión por tamaño 
SIM  : Sulfuro-Indol-Motilidad 
std  : Estándar 
TSI  : Triple Azúcar Hierro 
U/min  : revoluciones por minuto (alemán) 




 AROCLOR: Mezcla de policloruros de bifenilo (PCB’s).  
 CONGÉNERE: Cualquier compuesto que pertenece a la misma familia 
química. Se refiere a una de las numerosas variantes o configuraciones de una 
misma estructura química.  
 CROMATOGRAMA: Es un gráfico de la repuesta del detector en función 
del tiempo.  
 DETECTOR: Dispositivo que responde a cierta característica del sistema 
que está sujeto a observación y convierte esa respuesta en una señal 
susceptible de medirse.  
 ECD (ELECTRON CAPTURE DETECTOR) DETECTOR DE 
CAPTURA DE ELECTRONES: Detector para cromatografía de gases que 
debido a su selectividad se utiliza para detectar compuestos que contiene 
halógenos como los PCB´s.  
 US EPA: (Environmental Protection Agency of United States) Agencia de 
protección ambiental cuya misión es la de proteger la salud de los humanos y 
la del medio ambiente.  
 ESTANDARIZACIÓN: Procedimiento estadístico que consiste en verificar 
y documentar, que exista un alto grado de seguridad en la obtención de 
resultados que deberían ser precisos y exactos dentro de las especificaciones 
y atributos de calidad previamente establecidos. 
 PICO: Es la parte del cromatograma que registra la respuesta del detector 
















El medio ambiente viene siendo contaminado por una variedad de xenobióticos, 
incluyendo los bifenilos policlorados como resultado del desarrollo industrial en el 
uso de compuestos halogenados. A estos compuestos se les considera como uno de 
los contaminantes orgánicos más tóxicos, por su capacidad de bioacumularse en el 
medio ambiente, es por ello que se ha planteado realizar un Inventario Nacional de 
los equipos que contienen PCBs para ser reemplazados, y plantear alternativas para 
su tratamiento. El presente trabajo tuvo por objetivo el de biodegradar aeróbicamente 
una mezcla de PCBs mediante el empleo de Pseudomona sp. y su análisis por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con una columna RP-18.  
Se validó la metodología analítica utilizando un estándar Aroclor Mix 2 con pureza 
99 % compuesto de una mezcla de los congéneres 1221, 1242 y 1254. Los 
parámetros analizados fueron: linealidad, donde se prepararon curvas de calibración 
con  concentraciones de 2, 5, 8, 11 y 14 ppm las que presentaron un coeficiente de 
correlación mayor a 0.995; límites de detección y cuantificación que se calcularon 
en base a la curva de linealidad del método y que dieron como resultado 0.006, 0.02 
y 0.18 ppm para los límites de detección y los 0.35, 0.67 y 0.65 ppm para los límites 
de cuantificación para Aroclor 1221, 1242 y 1254 respectivamente; precisión, que se 
determinó por medio de la repetibilidad evaluando las mismas concentraciones que 
en la linealidad en un mismo día, por un mismo analista; y reproducibilidad que se 
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evaluó por diferente analista, el coeficiente de variación (CV) o desviación estándar 
relativa (RSD) fueron 1.50%, 1.81% y 1.51%  respectivamente y el cociente 
repetibilidad/reproducibilidad fue de 1.64 para el Aroclor 1221, 1.79 para Aroclor 
1242 y 1.78 para Aroclor 1254; exactitud que se evaluó a través de la determinación 
de la recuperación en una muestra con y sin fortificación por adición del estándar 
Aroclor Mix 2. Se obtuvieron valores de recuperación entre 84.6 y 89.02%. Todos 
los resultados estuvieron dentro del rango establecido por la AOAC y USP. Se 
obtuvo una cepa del género Pseudomona sp. del laboratorio de análisis clínicos del 
Hospital III ESSALUD - Yanahuara y se realizó su caracterización bioquímica 
siendo identificada como Pseudomona aeruginosa.  
Se analizaron los PCBs de las muestras realizando dos metodologías de extracción , 
dando mejor resultado la de Shuisong Ni et al 1995 con modificaciones, observando 
en el cromatograma tres picos separados y definidos que por los diferentes tiempos 
de retención se deduce que corresponden a Aroclor 1221, 1242 y 1254. Se conformó 
un inóculo  para la adaptación de la bacteria a los PCBs como fuente de energía a una 
concentración final de 10ppm en un medio mineral de baja concentración de sales 
(Gray & Thornton 1979), y se dejó incubando a pH 6.5 y 37ºC por 6 días teniendo 
una concentración bacteriana de  células/mL; luego se realizó el ensayo de 
biodegradación, donde se monitoreó la disminución de la concentración de PCBs 
durante siete días, se obtuvieron las concentraciones finales de 0.2361, 0.2601 y 
7.4235 ppm, correspondientes al 97.6, 99.7 y 25.3 % de biodegradación de Aroclor 
1221, 1242 y 1254 respectivamente, y el incremento de biomasa de hasta 
células/mL lo que indica que los PCBs resultan ser una fuente de carbono 
útil para producir biomasa. Finalmente con los datos experimentales se estableció un 
modelo matemático de biodegradación de tipo exponencial. Teniendo entonces para 
Aroclor 1221; y para Aroclor 1242; 
 los cuales se ajustan adecuadamente a los datos 
obtenidos en la experimentación realizada y presentando un coeficiente de 
correlación de 0.993 y 0.997 para Aroclor 1221 y 1242 respectivamente. 











Environment has been being contaminated by a variety of xenobiotics, including 
polychlorinated biphenyls as a result of industrial development in the use of 
halogenated compounds. These compounds are considered as one of the pollutants 
most toxic organic, their ability to bioaccumulate in the environment, which is why it 
has raised hold a National Inventory of equipment containing PCBs to be replaced, 
and propose alternatives to treatment. This study aimed to biodegrade aerobically on 
a mixture of PCBs by using Pseudomona sp. and analyzed by high performance 
liquid chromatography (HPLC) with an RP-18 column. 
Analytical methodology was validated using a standard Aroclor Mix 2 with purity 
99% composed of a mixture of congeners 1221, 1242 and 1254. The parameters 
analyzed were: linearity, where curves were prepared at concentrations of  2, 5, 8, 
11 and 14 ppm which showed a coefficient of correlation greater than 0.995; limits 
of detection and quantification were calculated based on the curve linearity of the 
method and resulted 0.006, 0.02 and 0.18 ppm detection limits and 0.35, 0.67 and 
0.65 ppm for the limits of quantification for Aroclor 1221, 1242 and 1254 
respectively; precision, which was determined by the repeatability evaluating the 
same concentrations as in the linearity in one day, by the same analyst; and 
reproducibility was evaluated by different analyst, the coefficient of variation (CV) 
16 
 
or relative standard deviation (RSD) were 1.50%, 1.81% y 1.51%  respectively and 
the ratio and repeatability / reproducibility was 1.64 for Aroclor 1221, 1.79 for 
Aroclor 1242 and 1.78 for Aroclor 1254; Accuracy was evaluated through the 
determination of the recovery in a sample with and without addition of fortification 
standard Aroclor 2. Mix recovery values between 84.6 and 89.02% were obtained. 
All results were within the range established by AOAC and USP. 
A strain of the genus Pseudomona sp was obtained from the clinical laboratory of 
Hospital III Essalud- Yanahuara and their biochemical characterization was 
performed to be identified as Pseudomona aeruginosa. 
PCBs of the samples were analyzed by performing two extraction methodologies, 
giving the best result of Shuisong Ni et al 1995 with modifications observed in the 
chromatogram peaks and three separate different defined that follows retention times 
corresponding to Aroclor 1221, 1242 and 1254. 
An inoculum for adaptation of the bacteria to PCBs as an energy source to a final 
concentration of 10ppm in a medium of low concentration mineral salts (Gray & 
Thornton 1979) was formed, and allowed to incubate at pH 6.5 and 37 ° C for 6 days 
having a bacterial concentration of  cells / mL; after the degradation test, 
where the reduced concentration of PCBs was monitored for seven days was 
performed, the final concentrations of  0.24, 0.26 and 7.42 ppm, corresponding to 
97.6, 99.7 and 25.3% biodegradation was obtained Aroclor 1221, 1242 and 1254 
respectively and biomass increment from  to cells / mL indicating 
that PCBs are found to be a useful source of carbon to produce biomass. 
Finally with the experimental data was established a mathematical model of 
biodegradation of exponential type; having to Aroclor 1221; 
 and Aroclor 1242;    which 
properly fit to the data obtained in the experimentation and presenting a correlation 
coefficient of 0.993 and 0.997 for Aroclor 1221 and 1242 respectively. 






Los bifenilos policlorados (PCBs) son compuestos sintéticos, tóxicos y 
persistentes en el ambiente, son empleados como fluido dieléctrico y medio de 
transferencia de calor. Debido a su toxicidad causan efectos nocivos al liberarse al 
medioambiente. 
A partir de 1970 comenzó la preocupación por la presencia de los PCBs en el 
ambiente, por su persistencia y efectos nocivos tales como desarrollo de tumores en 
el hígado, acné, irritaciones cutáneas, conjuntivitis, desordenes en sangre como 
anemia, carcinogenicidad, entre otros 1. Se ha reportado que los congéneres de PCBs 
causan cáncer 2 y serios efectos en los sistemas endocrino, inmune, nervioso y 
reproductor.3 
La mayoría de transformadores presentes en la industria del sector eléctrico 
utilizan un fluido dieléctrico a base de PCBs. Estos compuestos pertenecen a la clase 
de organoclorados de muy alta estabilidad, no corrosivos y muy baja inflamabilidad, 
debido a estas características fueron usados durante décadas en particular como 
refrigerantes en equipos eléctricos cerrados como transformadores.4 
Se considera que un aceite de transformador con contenido mayor a 50 ppm 
de PCB’s es un aceite contaminado lo que lo clasifica como un COP (Contaminante 
Orgánico Persistente) según el Convenio de Estocolmo. Se han producido más de 1.7 
millones de toneladas de PCBs en todo el mundo, y una importante cantidad ha sido 
liberada al medio ambiente.5 
En Estados Unidos y Reino Unido, se han fabricado mezclas complejas de 
PCBs bajo el nombre de Aroclor, tres de los Aroclores más comúnmente usados son 
1242, 1254y 1260, los que contienen 42, 54 y 60% de cloros por peso con una 
variación de 3, 5 y 6 cloros por molécula de bifenil. Se han reportado cerca de 150 
congéneres en el medio ambiente.6 
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Desde la determinación de la toxicidad y de los efectos nocivos de los PCBs 
sobre el ambiente, han surgido numerosas investigaciones que lleven a la destrucción 
de estos compuestos, de una manera efectiva y económicamente viable. Se han 
encontrado diversos métodos de tratamiento de PCBs, e incluso se han constituido 
empresas dedicadas a la eliminación de estos desechos, y otras ya existentes han 
diseñado y construido plantas de tratamiento. Sin embargo, ninguno de ellos se ha 
posicionado como la mejor alternativa en todos los sentidos.7 
 
Algunos de los más importantes métodos de eliminación de los PCBs son los 
siguientes: incineración (convencional y moderna), tratamientos químicos, 
tratamientos físicos y físico-químicos, métodos con energía radiante, métodos 
biológicos. 
 
La biorremediación es una tecnología atractiva para la descontaminación de 
lugares contaminados, la degradación microbiana es una de las maneras posibles para 
remover PCBs del medio ambiente. Estudios en la biodegradación de PCBs han sido 
reportados desde 1973,8, 9 desde ahí numerosos experimentos se han realizado para 
determinar la naturaleza de la transformación microbiana de los PCBs, la cual se ha 
estudiado desde dos perspectivas, degradación aeróbica (ruta oxidativa) y anaeróbica 
(decloración) teniendo como subproductos dióxido de carbono, agua y cloruros. Bajo 
condiciones aerobias se ha descrito varias bacterias gram-negativas como 
Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Burkholderia, Comamonas, 
Sphingomonas, Ralstonia y Acinetobacter y gram-positivas como Rhodococcus, 
Corynebacterium y Bacillus.10 
Debido a la importancia de un manejo y tratamiento adecuado de los PCBs, 
es necesario desarrollar tecnologías de biorremediación eficaces y de bajo costo, para 
así mejorar la calidad de vida. 
Por consiguiente, el objetivo de esta investigación fue emplear 
microorganismos que tengan la capacidad para biodegradar PCBs. 
Existen diversos métodos empleados para la determinación de bifenilos 
policlorados, el que se aplica para su cuantificación es GC.11 Un estudio previo 
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demuestra que los bifenilos policlorados pueden ser determinados por HPLC a una 
longitud de onda de 205 nm, utilizando como fase móvil acetonitrilo.12 
 
La separación cromatográfica en HPLC es el resultado de las interacciones 
específicas entre las moléculas de la muestra con ambas fases, móvil y estacionaria. 
Tales interacciones esencialmente no existen en la fase móvil para la cromatografía 
de gases. La HPLC ofrece una mayor variedad de fases estacionarias, lo que permite 
una mayor gama de estas interacciones selectivas, más posibilidades para la 
separación y facilidad de recobro de la muestra. Las fracciones separadas se 
recolectan en forma sencilla, colocando un recipiente abierto al final de la columna. 
 
Existen ventajas que justifican la aplicación de un método analítico por  
HPLC respecto al método por  GC como el bajo costo, utilización de la gravedad en 






Biodegradar aeróbicamente una mezcla de bifenilos policlorados 
(PCBs) (Aroclor 1221, 1242 y 1254) mediante el empleo de Pseudomona sp. 
y su análisis por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Caracterizar bioquímicamente los microorganismos a emplear. 
 Desarrollar un método analítico para la determinación de bifenilos 
policlorados (PCBs). 
 Validar el método analítico desarrollado para el análisis de cuantificación. 
 Determinar el porcentaje de biodegradación de bifenilos policlorados. 


























Dado que los PCBs son moléculas compuestas de átomos de carbono, 
hidrógeno y cloro, es posible que sean metabolizados por los 
microorganismos como única fuente de carbono para su crecimiento y 
desarrollo, resultando en la biodegradación de estos compuestos tóxicos para 
el medio ambiente, reduciendo así el impacto y dándole una aplicación 



















2.  MARCO TEORICO 
 
El interés del ciudadano por el medio ambiente ha ido creciendo a lo largo del 
último cuarto del siglo XX a medida que nos hemos dado cuenta de que los recursos 
de la biosfera, el gran ecosistema que nos acoge; son limitados, por lo que una buena 
gestión de estos recursos es imprescindible para garantizar la supervivencia del 
hombre en el planeta. El aumento de la población genera un mayor consumo de 
energía, alimentos y materiales, lo que conlleva a un incremento de los residuos 
urbanos e industriales y por añadidura de la contaminación ambiental. Algunas de las 
posibles soluciones para gestionar de forma sostenible el medio ambiente pasan por 
el desarrollo de nuevas tecnologías y este sentido no cabe duda de que la 
biotecnología desempeña un papel fundamental. 
2.1 La biotecnología y el medio ambiente 
Los ámbitos de actuación de la biotecnología ambiental se relacionan con la 
gestión del medio ambiente y/o con el aprovechamiento de los recursos naturales. 
Las distintas acciones se realizan en los sistemas biológicos con un objetivo final de 
prevenir, mitigar o eliminar la presencia de compuestos contaminantes en el medio 
ambiente.13 
2.2 Contaminantes orgánicos persistentes (COP) 
Los COPs son las sustancias identificadas por el Convenio de Estocolmo 
como Contaminantes Orgánicos Persistentes y conocidas inicialmente como la 
“docena sucia”, cuya lista conformada por plaguicidas y sustancias de producción no 
intencional luego de la última reunión de la Conferencia de las Partes se han incluido 
diez sustancias COPs, en su mayoría plaguicidas y de uso industrial 14. Estas 
sustancias tienen como principales características su persistencia, potencial de 
transporte a larga distancia en el medio ambiente y su poder de bio-acumulación y 
bio-magnificación en el ambiente, lo cual les confiere características de peligrosidad 
y de riesgo inaceptables para la salud humana y el ambiente, por lo cual es 
imperativo regular su ciclo de vida, desde su generación hasta su tratamiento o 
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disposición final, para asegurar su manejo ambientalmente racional. Dentro de estas 
sustancias se encuentran los PCBs, como se puede observar en la Tabla N° 1 que 
muestra la clasificación de éstos contaminantes. 
Tabla N° 1. Clasificación de los contaminantes orgánicos persistentes (COPs) 14 
 Contaminantes Orgánicos Persistentes (COPs)  




























































































2.3 Generalidades de los bifenilos policlorados (PCBs) 
2.3.1 Concepto de PCBs 
 
Los bifenilos policlorados son un tipo de productos químicos orgánicos 
sintéticos. Desde 1930 los PCBs se han utilizado en diversas aplicaciones 
industriales (principalmente, como fluidos dieléctricos en condensadores y 
transformadores; aunque también como pirorretardantes, disolventes de tintas, 
plastificantes, etc.) debido a su estabilidad química. Los PCBs son pirorresistentes, 
tienen baja conductividad eléctrica, alta resistencia a la degradación térmica y alta 
resistencia a los oxidantes y otros productos químicos.15 
Entre 1929 y 1989 se produjo un total aproximado de 1.7 millones de 
toneladas de aceite con bifenilos policlorados. En el decenio de 1970 se descubrió 




propiedades cancerígenas, representaba una seria amenaza para la salud humana y el 
medio ambiente. Se considera que los PCBs son inmunotóxicos y afectan la 
reproducción. Otros efectos adversos asociados con la exposición a los PCBs son 
daños en el sistema inmunitario, el hígado, la piel, el sistema reproductivo, el tracto 
gastrointestinal y la glándula tiroides. Como resultado de ello se ha detenido la 
producción de PCBs 16. 
Se estima que a escala mundial aproximadamente 3.2 millones de toneladas 
de equipos y líquidos contaminados con PCBs están aún en uso, se encuentran 
almacenados o han sido gestionados de manera ambientalmente racional, pero 
eventualmente tendrán que ser destruidos 16. Los materiales que contienen PCBs son 
clasificados de acuerdo a la concentración de PCBs presente 17. 
Descripción Concentración 
PCB puro > 500 ppm 
Contaminado con PCB entre 5 y 500 ppm 
Sin contaminación de PCB < 5 ppm 
  
2.3.2 Características 
Los bifenilos policlorados comúnmente conocidos como PCBs, siglas 
derivadas de su nombre en inglés POLYCHLORINATED BIPHENYLS, son 
sustancias químicas que corresponden al grupo de hidrocarburos aromáticos 
halogenados sintetizados, caracterizados por una estructura bifenil (2 anillos fenilos 
(C6H5)2) y por lo menos un átomo de cloro que substituye a un átomo de hidrógeno 
(Figura Nº1). Es decir se trata de una molécula clorada de composición química 
C12H10-nCln, donde n es el número de átomos de cloro en el rango de 1 a 10, y cuyas 










Hay 209 combinaciones posibles, por lo cual, hay 209 congéneres. De los 209 
congéneres posibles de PCB, la OMS ha identificado 12 que son los de más impacto 
a la salud humana, estos son los congéneres “similares a las dioxinas". 
En general, los congéneres con bajo contenido de cloro son líquidos que 
fluyen libremente y se hacen más viscosos y menos volátiles al aumentar el 
contenido de cloro. Las preparaciones comerciales generalmente contienen una 
mezcla de congéneres y se clasifican según su contenido de cloro. Se estima que hay 
alrededor de 130 congéneres en las mezclas comerciales 16. 
 
Cada posición puede ser sustituida por un átomo de cloro (Figura Nº2). 
 
 
Figura N° 2. Estructura molecular de PCBs y esquema de las posibles orientaciones 
de los átomos de cloro en los anillos. 18 
 
Los nombres de los PCBs están clasificados según la IUPAC en tres tipos: 
homólogos congéneres y mezclas. Los homólogos se refieren al nombre general de 
los PCBs dependiendo el número de cloros que este posea, los nombres de los 
congéneres indica la posición de cada cloruro dentro de la molécula, las mezclas se 
refieren a nombres comerciales. 
En la Tabla Nº 2 se muestran los nombres de homólogos y algunos 




Tabla N° 2. Nombres generales de los PCBs.5 
NOMBRE TIPO NÚMERO DE CLOROS 
Monoclorobifenilo Homólogo 1 átomo de cloro por molécula 
Diclorobifenilo Homólogo 2 átomos de cloro por molécula 
Triclorobifenilo Homólogo 3 átomos de cloro por molécula 
Tetraclorobifenilo Homólogo 4 átomos de cloro por molécula 
Pentaclorobifenilo Homólogo 5 átomos de cloro por molécula 
Hexaclorobifenilo Homólogo 6 átomos de cloro por molécula 
Heptaclorobifenilo Homólogo 7 átomos de cloro por molécula 
Nonaclorobifenilo Homólogo 9 átomos de cloro por molécula 
Decaclorobifenilo Homólogo 





Aroclor 1254 Mezcla 5 átomos de cloro por molécula 
 
Compañías como Monsanto Chemical en los Estados Unidos clasificaban sus 
PCBs comerciales conocidos como Aroclor, de acuerdo con su contenido de cloro, 
por ejemplo, se colocan cuatro dígitos después de la palabra Aroclor, los dos 
primeros dígitos del número corresponden al 10 o al 12. El número 12 indica un 
Aroclor normal, mientras que el número 10 indica un producto de destilación de un 
Aroclor. Los otros dos dígitos del código de cuatro indican el porcentaje de cloro 
existente en la mezcla por peso. De ahí que el Aroclor 1254 contenga 
aproximadamente 54% de cloro por peso. Los Aroclor más utilizados en maquillar 
los fluidos dieléctricos (Askarels) eran los Aroclor 1242, 1254 y 1260. En la Figura 
Nº 3 se observan las estructuras de los Aroclor que conforman el estándar en estudio 
(1221, 1242, 1254).Cada uno de estos Aroclor tiene propiedades un poco diferentes, 
pero en general éstas son: 
 Aceites móviles 
 Más pesados que el agua 
 Muy estables 
28 
 
 No inflamables 
 Bajas presiones de vapor, y 
 Bajas solubilidades en el agua 
 
Figura N° 3. Estructura general de los Aroclor en estudio. A. Aroclor 1221, 
B. Aroclor 1242, C. Aroclor 125419 
 
2.3.3 Propiedades Fisicoquímicas 
 
Son de aspecto líquido aceitoso o sólido incoloro o amarillo claro. No tienen 
olor ni sabor. En las mezclas comerciales puede percibirse un olor que se debe a 
otras sustancias cloradas más volátiles que pueden acompañar la mezcla. No 
existen PCBs naturales. Todas las mezclas son producto de síntesis química llevada a 
cabo por el hombre. En la Tabla Nº 3 se describen las principales propiedades 
fisicoquímicas de los PCBs. 
Tabla N° 3. Propiedades Fisicoquímicas de los PCBs18 
PARÁMETRO CARACTERÍSTICAS 
Estado físico Líquido (temperatura ambiente) 
Densidad 1.182– 1.566 g/mL 
Solubilidad en agua Baja, entre 1.08x10-5 y 9.69x10-10 mol/L 
Solubilidad en aceites y solventes Alta 
Solubilidad en lípidos Rápidamente absorbidos por tejidos grasos 
Coeficiente de partición log Kow 
4.46– 8.18 (El Convenio de Estocolmo establece que 
una sustancia se considera bioacumulable si el log Kow 
es superior a 5) 
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Punto de inflamación Alto (170–380 °C) (no explosivos) 
Presión de vapor 
Baja (semivolátiles); forman vapores más pesados que 
el aire, pero no forman mezclas explosivas con el aire. 
Constantes de la ley de Henry 
0.3x10-4 – 8.97x10-4 atm m3/mol determinada para 20 
congéneres 
Constante dieléctrica Alta (baja conductividad eléctrica) 
Estabilidad térmica 
1. Alta resistencia al fuego con temperatura de 
inflamabilidad elevada. Al calentarse pueden producir 
dibenzofuranos policlorados, con máxima producción 
entre los 550 °C y 700°C. 
2. No cristalizan a bajas temperaturas, pero se 
transforman en resinas sólida 
 
 
2.4 Aplicaciones y usos de los PCBs 
 
 
Las características mencionadas anteriormente han hecho que los PCBs sean 
muy atractivos como químicos industriales y utilizados en diversas aplicaciones. 
Algunos de sus primeros usos fueron en plastificantes de resinas para recubrimientos 
protectores, gomas sintéticas, revestimientos de superficies, agentes antipolvo, tintas 
de imprenta, papel carbónico, adhesivos y pigmentos para pinturas. A medida que la 
industrialización continuó, se les encontró más y más usos en muy diversos campos 
industriales; principalmente como refrigerante en transformadores eléctricos, además 
de resistencias, inductores, condensadores eléctricos, arrancadores, equipos con 
fluidos termo conductores, equipos subterráneos de minas con fluidos hidráulicos, 
lubricantes para cuchillas, pirorretardantes, líquidos de transferencia de calor, 
aditivos de pinturas, papel de copia sin carbón. 
Los usos o aplicaciones de los PCBs se han clasificado según su presencia en 
sistemas cerrados, parcialmente cerrados (semiabiertos) y abiertos, de acuerdo a su 





Tabla N° 4. Descripción y ejemplos de usos de los PCBs.20 




Son unidades selladas o cerradas, donde 
los PCBs se mantienen dentro del 
equipo. En condiciones normales de 
estos sistemas, los usuarios o el medio 
ambiente no se encuentran expuestos 
los PCBs. Las emisiones de PCBs 
pueden ocurrir en actividades de 
mantenimiento y reparación o como 
resultado de un daño del equipo 
(incendio). 




 Motores eléctricos 







Son sistemas en los cuales los PCBs no 
están expuestos directamente al medio 
ambiente; sin embargo, pueden llegar a 
liberarse periódicamente por el uso del 
equipo. 
 
PCBs como aceites en: 
 Intercambiadores de 
calor 
 Sistemas hidráulicos 
 Bombas de vacío 
Sistemas 
abiertos 
En este caso, los PCBs son 
constituyentes de otros productos que se 
encuentran fácilmente en contacto con 
el medio ambiente y el ser humano. 
 
 Tintas 
 Materiales aislantes 
 Lubricantes 
 Adhesivos 





Después de 1971 la fabricación declinó debido a la preocupación del hombre 
por su salud y por el medio ambiente, la mayoría de los países occidentales 
industrializados cesaron la producción de los PCBs a finales de la década de los 70 o 
a principios de los 80. La producción mundial total de los PCBs de 1929 a 1977 se 
calcula entre los 1.2 millones de toneladas. 
31 
 
Por lo general los PCBs puros eran comprados por los grandes fabricantes 
químicos y con frecuencia se mezclaban con otros productos para venderlos luego 
bajo diferentes marcas y nombres para la fabricación de equipos eléctricos y otros 
usos. En la Tabla N° 5 se listan marcas comerciales de PCBs por país 
 
Tabla N° 5. Lista de marcas comerciales de PCBs por país16 
PRODUCTO PAÍS 
APIROLIO (Italia) 
AROCLOR (Reino Unido, EE.UU) 
ASBESTOL (EE.UU) 
ASKAREL (Reino Unido, EE.UU) 




















Cada uno de los productores tiene su propio sistema para identificar sus 
productos. En la serie Aroclor, se utiliza un código de cuatro dígitos: los primeros 
dos dígitos representan al bifenilo (12), mientras que los dos últimos indican el 
porcentaje en peso del contenido de cloro en la mezcla; por ejemplo, el Aroclor 1260 




A principios de la década de los 60, las técnicas de laboratorio e 
instrumentación mejoradas permitieron a las científicos detectar trazas de 
contaminantes químicos en el ambiente. En ese tiempo los científicos estaban 
preocupados por el aumento en la contaminación ambiental debido al uso de los 
pesticidas organoclorados como el DDT, unos de los químicos que más sorprendió a 
los científicos, cuando lo encontraron en muestras de aire, agua y tierra fueron los 
PCBs5.  
 
En 1966, con el descubrimiento de PCB en muestras ambientales se produjo un 
interés en su análisis y toxicidad. Esto ha llevado al reconocimiento actual de PCB 
como uno de los principales problemas de la contaminación ambiental 22.  
 
En 1968 sale a la luz pública las consecuencias del Askarels para la salud en 
el Japón, cuando más de 13000 personas se enfermaron al estar expuesta al aceite 
contaminado con Askarel, a raíz de un accidente en una fábrica donde el sistema de 
refrigeración se perforó pasando el Askarel al aceite de arroz. Los estudios realizados 
sobre estas personas aportaron la ocurrencia de una serie de síntomas patológicos que 
pasaron a denominarlos como la enfermedad de Yusho, incluyendo cloroacné, 
bronquitis crónica, edema y nauseas 5. 
 
Al mismo tiempo los científicos empezaron a relacionar los problemas en la 
producción de la vida salvaje y la disminución de la población, con los químicos 
organoclorados encontrados en el ambiente. No paso mucho tiempo antes de que los 
PCBs se unieran al DDT para ser considerados como químicos implicados en el daño 
ambiental observado en el todo el mundo. 
 
Para los años 70, la agencia de protección ambiental (Enviromental Protection 
Agency United Stated – US. EPA) de los Estados Unidos, estaba trabajando sobre los 
estudios relativos a la contaminación con Askarel. Sin embargo hasta finales de esta 
década fueron largamente utilizados y difundidos en equipos eléctricos en muchos 
países del mundo, donde poco a poco fueron teniendo prohibición de uso, debido a 




Respecto a Perú se tiene el “Inventario Nacional de Bifenilos Policlorados 
Perú 2004”. Este documento resume los resultados del 1er Inventario Nacional de 
Bifenilos Policlorados, realizado por la Dirección General de Salud Ambiental 
(DIGESA) del Ministerio de Salud en colaboración con el Programa de las Naciones 
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA, 2004) – Productos Químicos, durante 
noviembre 2003 y diciembre 2004, con la finalidad de tener una aproximación sobre 
la cantidad de Bifenilos Policlorados existentes en el Perú 23.  
 
2.5 Principales efectos en la salud humana y el medio ambiente 
 
La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, por sus 
siglas en inglés) y la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA), 
han determinado que los PCBs son una fuente probable de efectos carcinogénicos en 
seres humanos. Los efectos a la salud que se han encontrado asociados con la 
exposición a PCBs en humanos y/o en animales incluyen problemas en el hígado, 
endócrinos, alteraciones inmunológicas y en la reproducción y cáncer 24.  
 
Las propiedades de los PCBs que los hicieron valiosos como químicos 
industriales, resistentes a las fallas, también los convierten en problema cuando se 
liberan al ambiente. Cuando hay un derrame de PCBs estos pueden migrar al suelo, 
al agua subterránea y al aire y puede abarcar grandes distancias, contaminando tanto 
el medio ambiente local, como el global. Los pescados los animales y cultivos en 
área contaminadas de PCBs pueden no ser aptas para el consumo.  
 
La bio-ampliación de los PCBs ocurre cuando las especies contaminadas 
ubicadas en los niveles bajos de la cadena alimenticia son consumidas por los 
animales de los niveles más altos de la cadena alimenticia (incluyendo a los seres 
humanos) y las concentraciones de PCBs que se producen en estos animales que se 
encuentran en los niveles más altos serán más altas. En la atmósfera los PCBs se 
detectan con frecuencia en concentraciones bajas o trazas, especialmente si se 




En ríos y lagos, los PCBs quedan adheridos a sedimentos en los que pueden 
quedar enterrados durante mucho tiempo antes de ser liberados al agua y al aire. Los 
PCBs presentes en el aire pueden llegar al suelo con la lluvia o la nieve, o 
simplemente al depositarse las partículas por efecto de la gravedad. En el aire, los 
PCBs se descomponen por efecto indirecto de la luz solar. El tiempo necesario para 
que la mitad de la cantidad inicial se descomponga, varía entre unos pocos días y 
unos pocos meses, en función del tipo concreto de PCBs como se muestra en la 
Tabla Nº 6. En el agua, su descomposición es más lenta, y puede producirse por 
acción de la luz solar o de los microorganismos 5. 






en agua superficial 
Vida Media 
en suelo 
































La fuente principal de exposición de la población en general a los PCBs es a 
través de los alimentos y también es probable encontrar los PCBs unidos a 
componentes orgánicos del suelo, sedimentos y tejidos biológicos o bien al carbono 
orgánico disuelto en sistemas acuáticos, más que en solución acuosa. 
 
Los estudios sobre la salud humana y los PCBs han venido incrementando las 
posibilidades de que sean cancerígenos, alteren el funcionamiento del sistema 
inmune, cause severas alteraciones en el sistema nervioso, en la piel, tiroides y el 
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sistema reproductivo. También, se conoce de efectos en el hígado, riñones, páncreas 
y el sistema cardiovascular 16. 
 
Como resultado de los efectos de la exposición de PCBs en los órganos 
señalados se incrementan el riesgo de cáncer, infecciones, hipotiroidismo, 
infertilidad, enfermedades cardiacas, hipertensión, diabetes, enfermedades al hígado, 
asma y artritis. Así mismo se presentan efectos en el desarrollo de los recién nacidos 
retardando su crecimiento y presentándose déficit del índice de inteligencia de los 
niños expuestos a PCBs en la etapa perinatal.16 
2.6 Sistemas de tratamiento, descontaminación y destrucción de los PCBs. 
 
Una parte de la producción mundial de PCBs ha sido destruida, otra va a serlo 
y otra sigue en uso, mientras que una proporción considerable ha sido liberada al 
medio ambiente. La destrucción de los PCBs exige que se rompan los enlaces 
moleculares mediante una aportación de energía térmica o química. En la Tabla Nº7 
se describen las características de los procesos de destrucción de PCBs. 
 
2.7 Desechos contaminados con PCB 
2.7.1 Aceites usados con PCB 
 
Los aceites usados que contiene PCB proceden de equipos que siguen en uso, 
sobre todo en fuentes industriales y automotoras. En las fuentes industriales como las 
plantas y fábricas se han utilizado en sistemas hidráulicos y de termotransferencia 
(Franklin Associates 1984). Las fuentes automotoras son generalmente las estaciones 
de gasolina y las flotas de vehículos comerciales en donde se recogen el aceite 
contenido en el cárter de los motores, las transmisiones, los radiadores y otros 
sistemas vehiculares. 
También existe la posibilidad de contaminación de la condensación de gas 





Tabla N° 7. Características del proceso de destrucción de PCBs 5. 
Proceso 








Aceites, residuos del 
proceso de 
separación equipo 
con desechos que 
contienen PCBs 
Se obtiene una elevada 
eficiencia de destrucción, 
cumple los requisitos 
legales, vale para toda la 
Serie de PCBs y aportes 
de desechos haciendo 
inocuos los productos. 
Las instalaciones pueden 
tratar toda una serie de 
desechos, tanto clorados 
como no clorados. 
Contenido de PCBs sólo como 
combustible. 
Costoso, sobre todo si los 
desechos han de ser enviados 
fuera. La incineración puede 





Los aceites declorados se 
pueden utilizar con otros 
fines, por ejemplo como 
lubricantes. 
Es necesario determinar las 
condiciones del tratamiento para 
los componentes individuales. 
Sistemas de arco 
plasmático 
PCBs líquidos y 
sólidos bombeables 
Escaso inventario de 
procesos 
La experiencia operativa en 
cuanto al tratamiento 
de desechos con sistemas de 
plasma es limitada 
Biodegradación 





Es un proceso de bajo 
costo y poca complejidad 
operativa, 
puede realizarse en el sitio 
sin necesitar movimiento 
de residuos de PCBs 
Requiere bacterias previamente 
seleccionadas; 
su acción de biodegradación es 
muy lenta y solamente puede 
realizarse en ciertas 
concentraciones de PCBs y con 
ciertos isómeros (con poca 
cloración y de baja persistencia) 
Oxidación súper 
critica 
Solo para PCBs 
líquidos y aceite 
mineral contaminado 
con PCBs 
La eficiencia de 
destrucción de PCBs es 
alta. Descompone 
totalmente el aceite. 
Puede funcionar como 
una instalación móvil 
Posible formación de co-
productos tóxicos. 
Corrosión de los equipos y la 
precipitación de sales. 
Fotocatálisis 
Suelo, agua y aire 
contaminados con 
PCBs 
Aprovechamiento de la 
luz solar, no hay 
formación de 
subproductos tóxicos, se 
puede utilizar en químicos 
que no se degradan 
fácilmente como los 
PCBs. 
No es selectiva, la fotocatálisis 
no es normalmente una opción 
conveniente si las 
concentraciones superan el valor 




 Es un procedimiento para la recuperación de una zona terrestre o acuática 
contaminada que utiliza a los seres vivos para eliminar (degradar) sustancias 
contaminantes. En muchos casos, la biorremediación se utiliza como acción 
complementaria después de haber eliminado una buena parte de la contaminación por 
otros métodos físico-químicos o mecánicos. 
 
La habilidad que tienen los microorganismos de realizar la biodegradación 
está dada por la acción enzimática de los géneros microbianos. Una parte de los 
genes que codifican las enzimas que se utilizan para la biodegradación se encuentran 
en el ADN plasmídico. Los plásmidos usualmente llevan la información 
complementaria que no es vital para la célula bajo circunstancias normales y que su 
pérdida no es letal para la célula, sin embargo, a veces pueden ser una ventaja en 
condiciones especiales. En este aspecto, los plásmidos catabólicos son muy 
importantes porque permiten que las células utilicen fuentes de energía no 
tradicionales 25.  
 Los procedimientos utilizados para la biorremediación son muy variables y 
dependen del compuesto(s) a eliminar y de su ubicación física. La biorremediación 
se puede realizar in situ o ex situ. 
 En el tratamiento in situ, se puede estimular la actividad degradativa de los 
organismos presentes en el lugar contaminado suministrando nutrientes 
(bioestimulación), o se pueden añadir organismos con propiedades específicas para 
degradar el contaminante (bioincremento). 
 En el tratamiento ex situ, el contaminante es transportado a una planta de 
procesamiento donde se trata en reactores con microorganismos degradadores 
especializados. 
La biodegradación es el tratamiento biológico por medio de bacterias 
especialmente cultivadas y seleccionadas o naturales del suelo. La biodegradación se 
ha empleado con relativo éxito para la descontaminación de suelos y sedimentos con 




2.8.1 Biodegradación de PCBs. 
Los PCBs son raramente encontrados solos en el medio ambiente, usualmente 
se encuentran sustratos más fáciles de oxidar como acetatos y carbohidratos que 
están disponibles para el consumo de los microorganismos26. Cuando los 
microorganismos utilizan un compuesto como fuente de energía, la cometabolización 
de otro compuesto puede ocurrir. Estos microorganismos utilizan el bifenilo como 
única fuente de carbono y energía y cometabolizan los PCBs utilizando enzimas27. 
La degradación microbiana es uno de los posibles caminos para remover los 
PCBs del medio ambiente. Los últimos veinte años se han venido reportando 
numerosas investigaciones de la degradación bacteriana de los PCBs 28.  
 
     En la Tabla Nº 8 se mencionan los compuestos clorados degradados por 
bacterias, los subproductos y el porcentaje de biodegradación. 
Tabla N° 8. Compuestos clorados (PCB’s) degradados por bacterias 29 
Microorganismos Compuesto clorado Producto 
% de 
degradación 
Acinetobacter Aroclor 1254 No hay datos 35 
Eutrophus H850 Aroclor 1242 No hay datos 25-78 












No hay datos 





No hay datos 





No hay datos 92-99.5 
Arthorobacter sp M5 4-CB 4-clorobenzoato No hay datos 
Corynebacterium sp 
MB1 




Pseudomonas sp. P6 No hay datos 














Se han identificado dos sistemas biológicos distintos capaces de biodegradar 
PCBs: el proceso aeróbico oxidativo y el proceso anaeróbico reductivo. 
 
2.8.1.1 Degradación aeróbica: 
Implica la adición inicial de O2 en la posición 2,3 por una enzima 
dioxigenasa, con la subsecuente deshidrogenación del catecol seguido del corte del 
anillo (Figura Nº4), esta ruta es similar a otras rutas de degradación de otros 
compuestos aromáticos provenientes del bifenilo y tolueno. Un número grande de 
microorganismos aerobios han sido aislados de diferentes lugares y han sido 
estudiados por su capacidad de degradar PCBs, estos microorganismos van desde 
bacterias hasta hongos 6, 30, estos microorganismos presentan diferente especificidad 
con los congéneres, es así que la mayoría de las bacterias degradadoras en aerobiosis 
son capaces de degradar sólo los congéneres de PCBs de baja cloración, y algunas 
son capaces de degradar congéneres de hasta siete cloros 31. 
 
Figura N° 4. Degradación de Bifenilos Policlorados por la vía 2,3-dioxigenasa por 
Pseudomona LB400. 
Designación de genes: bhpa, bifenil 2,3 dioxigenasa; bphB, dihidrodiol 
deshidrogenasa; bphC, 2,3-hidroxibifenil dioxigenasa; bphD, ácido 2-hidroxi-6-oxo-
6-fenilhexa-2,4-dienoico hidrasa. 32 
2.8.1.2 Degradación anaeróbica: 
Las bacterias anaeróbicas atacan congéneres con mayor cantidad de cloros 
mediante la declorinación reductiva en general este proceso microbiano remueve 
cloros en posición meta y para resultando en la eliminación de congéneres altamente 
clorados y el incremento de los congéneres menos clorados en posición orto33 . En la 
Figura Nº5, los microorganismos utilizan los PCBs como un aceptor de electrones, 
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con la adición de un electrón al puente carbono-cloro, pérdida de cloro, y la 
extracción de hidrógeno de una especie desconocida31.  
 
Figura N° 5. Posible mecanismo de decloración reductiva catalizada por 
microorganismos anaerobios. 31 
 
En la Figura N° 6 se observa el tratamiento anaeróbico inicial donde se 
convierte de PCBs altamente clorados a derivados bajamente clorados, el tratamiento 
aeróbico subsecuente degrada los productos 31.  
 
 
Figura N° 6. Biodegradación de PCBs por el proceso anaeróbico/aeróbico. 31 
 
La biorremediación es una alternativa sumamente atractiva para la 
disposición de PCBs debido a los altos costos de transporte, incineración y otros 
procedimientos de remediación que existen en la actualidad. La tecnología de 
biorremediación tiene un sin número de ventajas; entre ellas se puede mencionar que 
trata bajas concentraciones de contaminantes, evita el tratamiento físico y químico, 




2.9 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
 
La HPLC o cromatografía líquida de alta resolución ha tenido una creciente 
difusión desde comienzos de la década del  70 y hoy representa una de las 
herramientas más empleadas en el laboratorio analítico moderno, ya sea dedicado a 
la investigación básica o aplicada, industrial, biológico o bromatológico. 
La HPLC, es una técnica de separación, usada principalmente para la 
separación y cuantificación de componentes de una muestra basado en una fase 
estacionaria sólida y una fase móvil líquida. Las separaciones se logran por procesos 
de partición, adsorción o intercambio iónico, exclusión por tamaño, según el tipo de 
fase estacionaria empleada 35. 
La fase estacionaria, se empaca o deposita en la columna. Por lo general está 
constituida por un sólido poroso, con un tamaño de partícula muy pequeño, de 
superficie inerte. Este solido está recubierto por una pequeña capa o película de un 
líquido. 
La fase móvil, es un solvente de alto grado de pureza o una mezcla de solventes, que 
pasa a través de la columna a una velocidad determinada, transportando la muestra. 
 
2.9.1 Bases de la separación 
La cromatografía líquida es, como todos los métodos cromatográficos, un 
método separativo. Así el lugar donde se produce la separación, la columna, puede 
ser considerado el corazón del sistema cromatográfico, alrededor del cual se centra 
todo, ya que alrededor de él se monta un equipo de mayor o menos complejidad 35. 
El cromatógrafo líquido estará constituido por: 
 
□ Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase móvil. 
□ Un sistema que permite la introducción de la muestra: el inyector. 
□ Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase móvil a través de la 
columna: la bomba. 
□ Un sistema de monitoreo de la solución que emerge de la columna. El detector. 
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□ Un sistema de registro de los datos provenientes del detector. La señal del detector 
puede ser análoga y puede ser utilizada tal cual por un registrador gráfico o por un 
integrador, o digitalizada, para que pueda ser interpretada y procesada por una 
computadora. 
 
Como resultado del análisis cromatográfico se obtienen dos productos: 
 
□ Un gráfico, el cromatograma, que relaciona la concentración de soluto en función 
del tiempo (de elución). 
□ Un eluido o aluato, el líquido proveniente de la columna que, de recolectarse en 
forma secuencial o escalonada (manualmente o con un colector de fracciones), 
contiene la fase móvil, e idealmente, los componentes de la muestra separados. 
 
2.9.2 Formas de cromatografía liquida 35. 
 
2.9.2.1 Cromatografía liquido-solido (LSC) o de adsorción 
Este método emplea una fase estacionaria polar, típicamente silicagel, y una fase 
móvil no polar, por ejemplo el hexano, en general con el agregado de algún aditivo 
que provee selectividad. 
 
2.9.2.2 Cromatografía liquido-liquido (LLC) o de partición 
En esta modalidad, las moléculas de soluto se distribuyen entre dos líquidos: uno 
es la fase móvil, y el otro la fase estacionaria, que se encuentra homogéneamente 
dispersa en un soporte sólido, finamente dividido.  
 
2.9.2.3 Cromatografía de fase ligada (BPC) 
Las virtudes de la LCC eran claras, tanto como sus limitaciones. Por ello resulta 
también razonable pensar que reemplazarlo el tipo de unión de la fase estacionaria a 
su soporte, haciéndola perdurable por medio de una unión química covalente, el éxito 
del material estaría asegurado. Así, prácticamente el 90% de las separaciones 
cromatográficas modernas se efectúa sobre material químicamente modificado, el 
cual permite optar, según el reactivo empleado para su fabricación, entre materiales 
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altamente hidrófobos o altamente hidrofílicos, con un amplio rango de polaridad y de 
selectividad: octadecilo, octilo, hexilo, butilo, etilo, ciano, diol, fenilo, amino, nitro, 
amino cuaternario, resto sulfónico, etc. 
 
2.9.2.4 Cromatografía de intercambio iónico (IEC) 
En este caso se emplean rellenos en los cuales la partícula está constituida por un 
polímero o por silicagel, en cada caso unido a un grupo funcional aniónico o 
catiónico (típicamente sulfónico para el intercambio de cationes, amonio cuaternario 
para el intercambio de aniones). La selección del tipo de grupo funcional permite 
escoger entre intercambiadores débiles y fuertes. 
 
2.9.2.5 Cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) 
Esta modalidad emplea materiales de porosidad controlada, que funciona como 
un filtro o tamiz y clasifica las moléculas de la muestra según un orden decreciente 
de tamaño molecular (las más grandes son las primeras en eluir, y las más pequeñas 
son la ultimas). Si se dispone de estándares apropiados, de peso molecular adecuado 
(proteínas para análisis de proteínas, dextranos para el ensayo de dextranos, etc.), 
puede evaluarse el peso molecular de un compuesto desconocido, o bien la 
distribución de pesos moleculares de un polímero. 
2.9.3 Partes y características 35. 
2.9.3.1 Reservorio de la fase móvil 
El reservorio es el recipiente que contiene la fase móvil. Se ubica en general 
algunos centímetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de la gravedad 
dirija el solvente hacia ésta, manteniendo llenas las conexiones. 
Puede emplearse como reservorio de fase móvil cualquier frasco de 
laboratorio de buena calidad (vidrio o polímero resistente) con una tapa adecuada 
para prevenir el ingreso de partículas ambientales al sistema.  
Al extremo del tubo de salida de solvente se conecta un filtro de acero (buzo) 





 La fase móvil empleada en HPLC debe circular por tuberías que conectan el 
reservorio de solvente con la bomba, la bomba con el inyector, este con uno o más 
detectores conectados en serie, y eventualmente con un colector de fracciones o 
válvulas de distribución. Es evidente que las tuberías deberán ser inertes, y de 
acuerdo a su ubicación en el sistema cromatográfico, resistentes a altas presiones.  
 
2.9.3.3 Uniones 
Las uniones permiten conectar las tuberías, y con ellas, los distintos 
componentes del sistema cromatográfico. La unión consiste en dos piezas de acople 
perfecto, la unión “macho”, consiste en una férula que se afirma a la tubería 
conectora y un tornillo que se ajusta a la unión “hembra”, presente en un conector o 
componente de un módulo, dejando un volumen interno libre al solvente 
prácticamente nulo. 
 
Las uniones deben reunir determinadas características, entre ellas: 
 
□ Deben ser inerte a fases móviles y muestras. 
□ Deben cerrar herméticamente. 
□ No deben contribuir en forma notable con el ensanchamiento de la banda 
extracolumnar por la presencia de volúmenes muertos. 
 
2.9.3.4 Bomba 
Las bombas de HPLC impulsan la fase móvil proveniente del reservorio de 
solvente hacia el inyector, y desde allí hacia la columna. Su caudal de trabajo puede 
ser muy variable, según la escala de trabajo escogida. Existen bombas capaces de 
entregar caudales muy pequeños, del orden de los micro- litros/minuto para la 
cromatografía analítica convencional hasta valores mucho mayores para las 
separaciones semipreparativas y preparativas. 
Básicamente existen dos tipo de bombas: las de pistón (bombas 





a) Características de las bombas 
□ Caudal. Los equipos convencionales operan con caudales entre 0.1 y 10.0 
mL/min y trabajan con presiones de hasta 6000 psi. 
 
□ Exactitud en el caudal. La exactitud en la medición del caudal se refiere a la 
divergencia entre el caudal de trabajo establecido y el caudal real entregado. La 
importancia en la exactitud del caudal reside en la importancia que pueda darse a 
la exactitud en la determinación de los tiempos de retención de las sustancias a 
cuantificar. 
 
□ Ruido. El ruido (short-term) se refiere a las variaciones denominadas pulsaciones 
que presentan las bombas recíprocas, y que conducen a variaciones en el caudal 
de solventes entregado en intervalos cortos de tiempo. Se origina en la detención 
(en intervalos de tiempo muy breves) del caudal del líquido durante los 
movimientos habituales de la bomba (apertura-cierre de válvulas o movimiento de 
los pistones).A pesar de que cierto nivel de ruido es habitual, deficiencias en el 
sistema de bombeo como válvulas tapadas, burbujas de aire ocluidas en los 
cabezales o sellos en mal estado intensifican notoriamente su valor. Este 
parámetro es de importancia crucial para asegurar resultados cuantitativamente 
válidos debido a que las áreas de los picos de HPLC varían cuando varía el caudal 
de solvente. 
 
□ Deriva. La deriva es un cambio continuo (positivo o negativo) en la entrega de 
solvente que se produce en intervalos de tiempo muy largos (típicamente durante 
horas). La deriva en el caudal conduce a diferencias en las áreas de los picos 
durante operaciones automáticas en períodos largos (por ejemplo toda la noche). 
 
□ Sistema de corte.  Es conveniente que la bomba posea sistemas de corte de 
caudal cuando se superen valores límites de presión tanto superior como inferior. 
Este sistema de corte evita, en el primer caso, que excesos en la presión del 
sistema cromatográfico pueda dañar los componentes más sensibles como 
columnas y celda de los detectores. En el segundo caso permite detectar las 
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posibles pérdidas de solvente o la incorporación de burbujas de aire al agotarse la 
fase móvil. Estos sistemas pueden tener una importancia vital si se utilizan 
equipos automáticos sin la ayuda de operador. 
2.9.3.5 Inyectores 
El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solución sin 
interrumpir el caudal de solvente a través del sistema. El cual debe reunir una serie 
de características importantes, entre ellas: 
□ Debe ser fácil de operar. 
□ Debe ser inerte al ataque químico y capaz de soportar altas presiones. 
□ Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema. 
□ No debe provocar diluciones importantes de la solución inyectada. 
□ Actualmente la totalidad de los inyectores de HPLC son válvulas que orientan el 
caudal hacia la columna, pasando o no según su posición, a través de un loop en el 
cual se introduce la solución a inyectar. 
 
2.9.3.6 Detectores 
El detector es la parte del equipo cromatográfico que permite “ver” y ubicar 
en tiempo y espacio la posición de cada componente de una muestra a la salida de la 
columna cromatográfica.  
Los detectores deben reunir ciertas características importantes, entre ellas: 
□ Tener un amplio rango dinámico de respuesta.  El rango dinámico para un 
detector de LC está definido por la ASTM como el rango de concentraciones de 
una sustancia en análisis en al que un cambio en la concentración produce un 
cambio en la señal. Como deducirse, esto incluye tanto la respuesta lineal como 
no lineal. 
□ Poseer una respuesta lineal. El detector debe medir alguna propiedad del analito 
que se incremente linealmente al aumentar su concentración. Se denomina rango 
lineal de un detector al rango de concentraciones que producen una respuesta 
lineal, este rango está incluido en el rango dinámico. 
□ No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar. El ensanchamiento 
de banda extracolumnar se refiere a la pérdida de eficiencia no adjudicable a la 
columna si no a la construcción del equipo cromatográfico. 
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□ Responder a todos los solutos. La situación ideal es, obviamente, que el detector 
responda a todo tipo de solutos, pero esto no siempre es posible en HPLC debido 
a que para la detección deben obtenerse instrumentos capaces de medir una 
propiedad diferencial entre un líquido (la fase móvil) y un sólido (los analitos 
disueltos). 
□ Tener la sensibilidad apropiada. Habitualmente esta propiedad se contrapone 
con la universalidad de detección. Es decir que detectores que responden a todos 
los analitos en general poseen sensibilidades menores, y en contrapartida, 
detectores que poseen una alta sensibilidad no responden a todos los solutos. 
□ No afectarse por cambios de temperatura. En lo posible los cambios de 
temperatura no deben modificar la señal emitida por los detectores. Esta 
característica no es válida para el detector de índice de refracción en el cual, para 
trabajos que demanden una sensibilidad media o alta debe termostatizarse para 
tener una línea base estable. 
□ Poseer una buena relación señal/ruido. El ruido de un detector es la máxima 
amplitud de la combinación de los términos de ruido largos y cortos en un período 
de tiempo dado. Estas perturbaciones que se producen en la línea base del detector 
se deben a la electrónica propia del instrumento, a problemas relacionados con las 
variaciones de temperatura, oscilaciones de la tensión de la línea eléctrica, o a 
fluctuaciones en el caudal. 
□ No destruir la muestra. Esta propiedad es una característica de casi todos los 
detectores de HPLC (una excepción es el electroquímico) y resulta muy 
importante cuando se desea recolectar al analito aislado. 
 
2.9.3.7 Sistemas de toma y procesamiento de datos 
 
El resultado del ensayo cromatográfico es la obtención de fracciones 
separadas de un gráfico o cromatograma de cuya interpretación pueden extraerse 
conclusiones cualitativas y cuantitativas. Este registro y la eventual manipulación se 
obtienen a partir de la señal proveniente del detector por medio de un sistema de 




□ Registrador gráfico, que convierte la señal en un gráfico del tipo x-y. 
□ Integrador, que permiten no sólo obtener un registro gráfico (cromatograma) 
sino también su tratamiento para el cálculo de concentraciones.  
□ Computadora. Básicamente el integrador es una computadora de uso muy 
específico. En este punto nos referimos a una computadora de tipo personal que 
permita con el software apropiado tanto el registro grafico del cromatograma 
como los cálculos apropiados, la manipulación de datos, el almacenamiento de 
ensayos, generación de reportes, e incluso el manejo global de varios 
cromatógrafos. Como computadoras que necesitan señales digitalizadas, se 
necesita una interface analógica digital que convierta la señal analógica entregada 
por el detector. 
 
2.9.3.8 Filtración solventes 
La filtración de las fases móviles se puede considerar como parte de un 
tratamiento preventivo para cuidar el adecuado funcionamiento del equipo de HPLC. 
Las partículas presentes en la fase móvil pueden bloquear los filtros y tuberías del 
instrumento, acelerar el desgaste de sellos y rotores del inyector, afectar el normal 
movimiento de las válvulas de entrada y salida de las bombas, etc.  
 
2.10 Método analítico 
El método analítico se refiere a la forma de realizar el análisis. Este debe 
describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada prueba analítica. Esta 
puede incluir a las preparaciones de la muestra, los estándares de referencia y los 
reactivos, uso de aparatos, generación de la curva de calibración, uso de la fórmula 
para los cálculos, etc.; pero no se limita sólo a ello 35.  
2.10.1 Etapas para el desarrollo del método 
El desarrollo lógico del método analítico transcurre en tres etapas:  
 
I. Definición de las características y requerimientos que debe   satisfacer el 
método analítico: 
 
Precisión exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo, coste, 




II. Puesta a punto del método analítico: 
 
Desde los primeros estudios de tanteo con patrones hasta la utilización del 
método en muestras reales, pasando por la definición de los parámetros de 
idoneidad que garanticen el buen funcionamiento del sistema en el método 
del análisis. 
 
III. Validación del método analítico: 
 
Esta tercera etapa permitirá conocer la fiabilidad del método para su 
aplicación rutinaria y, en combinación con las etapas anteriores, sus 
características de funcionamiento con consecuencias positivas para su 
rendimiento. 
 
2.11 Validación de un método analítico 
Validación, es el acto mediante el cual, se reúne una serie de datos que 
permitan asegurar, por una parte, la fiabilidad y reproducibilidad de cualquier 
proceso, procedimiento, equipo y metodología empleados en la fabricación y control 
de un medicamento, y por otra parte, es comprobar y certificar, con evidencia 
documentada, que un método, sistema o proceso, cumple y se desarrolla tal como 
estaba previsto, dentro de intervalos definidos. 
¿Cuándo es necesario validar una metodología analítica? 
 Un método de ensayo se valida cuando es necesario verificar que los 
parámetros ejecutados son los adecuados para resolver un problema analítico en 
particular. 
La validación es necesaria porque: 
□ Proporciona un alto grado de confianza y seguridad en el método analítico y en la 
calidad de los resultados. 





Requisitos de la validación 
Se consideran tres los requisitos fundamentales. 
□ Aseguramiento de la calidad. La validación contribuye a garantizar la calidad 
y asegurar el mantenimiento de las propiedades de la calidad en un producto 
determinado. 
□ Demostración. Este aseguramiento debe ser mostrado mediante la fiabilidad y 
reproducibilidad del equipo, proceso, etc. 
□ Documentación. Esta demostración debe estar debidamente documentada con 
las pruebas efectuadas y los datos obtenidos referidos a las pruebas según el 
protocolo de validación. 
 
2.11.1 Parámetros analíticos 
 
2.11.1.1 Linealidad 
La linealidad de un método analítico se refiere a la proporcionalidad entre la 
concentración del analito y su respuesta 35. Es decir la capacidad del método de 
obtener resultados satisfactorios linealmente proporcionales a la concentración del 
analito dentro de un intervalo determinado. Este ensayo puede efectuarse tanto sobre 
soluciones patrón del analito, como sobre muestras problemas que contengan 
concentraciones crecientes del analito. 
2.11.1.2 Precisión 
La precisión del método analítico describe la cercanía (grado de dispersión) 
entre una serie de medidas obtenidas de múltiples repeticiones de una muestra bajo 
las condiciones de análisis establecidas 36. Es decir la capacidad del método para dar 
resultados semejantes cuando se aplica repetidamente a una muestra. 
 Se expresa matemáticamente como la desviación estándar stimada 
analíticamente por s o más comúnmente como la desviación estándar relativa (RSD) 




a) Repetibilidad: Es la medida de la precisión de un método efectuado en las mismas 
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo 
laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos, y en el curso de la misma serie 
de análisis efectuados, generalmente en un corto intervalo de tiempo. 
b) Reproducibilidad: Es la medida de la precisión de los resultados de un 
método analítico efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes 
(diferentes analistas, días, etc.). 
2.11.1.3 Exactitud 
La exactitud de un método, también conocida como error sistemático o 
tendencia, corresponde a la diferencia entre el valor práctico obtenido y el valor 
teórico; respuesta 35. Es decir que indica la capacidad del método para dar resultados 
lo más próximos posibles al valor verdadero. Matemáticamente se expresa en forma 
de porcentaje de recuperación de la cantidad del analito presente en la muestra o bien 
en forma de la diferencia entre los valores hallado y el valor verdadero. 
2.11.1.4 Sensibilidad 
Los parámetros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los 
límites de detección y de cuantificación. 
a) Límites de Detección: corresponde según la USP XXII, a la menor concentración 
de analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una 
muestra, en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de 
concentración (%, ppm, ppb, etc.). 
 
b) Límites de Cuantificación: corresponde según la misma referencia, a la menor 
concentración de analito que puede determinarse con precisión y exactitud 
razonables en las condiciones establecidas y se expresa también en unidades de 





3.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 Lugar de ejecución 
El trabajo de tesis fue ejecutado en los laboratorios de la Universidad Católica de 




□ Pseudomona sp. 
 
Muestra de estudio 
□ Estándar analítico Aroclor Mix 2 200 µg/ml con pureza 99% (Sigma Aldrich) 
constituido por una mezcla de bifenilos policlorados. 
Material 
□ Láminas Porta objetos 
□ Láminas cubre objetos 
□ Placas petri 
□ Tubos de ensayo de 15 y 20 mL 
□ Pipetas graduadas ( 1, 5 y 10 mL) 
□ Matraces Erlenmeyer de 100 y 250 mL 
□ Probetas graduadas de 50, 100, y 500 mL 
□ Bagueta 
□ Cámara de Neubauer Boeco 
□ Asa de Khöle 
□ Mechero 
□ Gradilla 
□ Cinta adhesiva 
□ Propipeta 
□ Bolsas de polipropileno para esterilización 
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□ Papel film 
□ Papel Craft 
□ Papel Aluminio 
□ Micropipetas 




□ Gorros  
□ Papel toalla 
□ Lentes de seguridad 
 
Reactivos 
□ Agar Nutritivo 
□ Agar Cetrimide 
□ Caldo BHI 
□ Caldo Nutritivo 
□ Fosfato ácido de potasio 
□ Cloruro de amonio 
□ Sulfato de sodio anhidro 
□ Cloruro de calcio hexahidratado 
□ Sulfato de magnesio heptahidratado 
□ Sulfato ferroso 
□ Tinción Gram 
□ Aceite de inmersión 
□ Solución Salina fisiológica 
□ Ácido Sulfúrico concentrado 
□ Agua Destilada 
□ Agua ultra pura 
□ Acetonitrilo grado HPLC (Merck) 





Los equipos utilizados en la presente investigación están calibrados y 
verificados. 
□ Equipo de Cromatografía Líquida de Alta Resolución 
Marca : Merck HITACHI 
Modelo : LaChrom 
 
Equipado con los siguientes módulos: 
o Columna Chromolith® Performance RP-18e 100-4.6 mm, 2 µm 
(Merck). 
o Detector UV-vis 200 nm 
Modelo: L-7400 
o Bomba  Cuaternaria 
Modelo: L-7100 
o Interface Merck Hitachi 
Modeo:  D-7000 
o Software EZChrom Elite 3.1.1 (Merck). 
 
□ Potenciómetro de mesa 
Marca : Metrom 
Modelo : 827 pH lab meter 
 
□ Microscopio binocular  
Marca : ZEISS 
Modelo : Primo Star 
 
□ Incubadora 
Marca : Selecta 
 
□ Autoclave vertical a vapor  





Marca : Thermo IEC 
Modelo : Centra CL2 
 
□ Balanza Analítica 
Marca : OHAUS 
Modelo : Pionner 
 
□ Vórtex 
Marca: Analog vortex mixer VWR 
Modelo: 045301 
 
□ Agitador Orbital 
Marca : Selecta Rotaterm  
 
3.3 Metodología 
3.3.1 Obtención de microorganismos. 
 
Se obtuvo la cepa bacteriana Pseudomona sp. del Laboratorio de análisis 
clínicos del Hospital III ESSALUD- Yanahuara. 
3.3.2 Obtención de AROCLOR Mix 2. 
 
Se obtuvo el estándar analítico AROCLOR Mix 2 200 µg/mL en metanol de 
Sigma Aldrich Chile. El cual contiene los congéneres 1221, 1242 y 1254 con 
fórmulas moleculares C12H9Cl, C12H6Cl4 y C12H5Cl5 respectivamente. 
3.3.3 Aislamiento de microorganismos. 
 
Se sembraron los microorganismos en agar Mac Conkey, y se realizaron tres 
repiques hasta obtener las colonias aisladas. 
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3.3.4 Caracterización e identificación de microorganismos.  
 
3.3.4.1 Caracterización bioquímica 
La caracterización se realizó mediante observación macroscópica de acuerdo 
al aspecto de las colonias, y observación microscópica al ver detalladamente su 
estructura mediante la tinción Gram 37. Haciendo uso de una batería de pruebas 
bioquímicas siendo las bacterias sembradas en agar LIA, agar TSI, agar CITRATO, 
agar Úrea y medio SIM, luego se sembró en un medio selectivo agar cetrimide para 
determinar la especie del género y se hizo la prueba de la oxidasa. 
3.3.5 Método Analítico para determinar bifenilos policlorados (Aroclor 1221, 1242 
y 1254) en un sistema de biodegradación bacteriana empleando cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC). 
 
3.3.5.1 Instrumentación y Cromatografía. 
Se utilizó un equipo de cromatografía líquida LaChrom Elite (Merck-
Hitachi), con bucle de 20 µL; un detector UV-Vis 200 nm modelo L7400; equipado 
con una bomba cuaternaria modelo L7100 y una interface modelo D-7000; columna 
Chromolith® Performance RP-18e 100-4.6 mm, 2 µm (Merck); guarda columna 
Chromolith Performance RP-18e 4.6 – 5 mm, 2 µm; Software EZChrom Elite 3.1.1 
(Merck). 
Purificador de agua (Simplicity Millipore), sistema para desgasificación por 
filtración al vacío con membrana de fibra de vidrio (4,7 mm - 0,2 um). 
3.3.5.2 Evaluación de parámetros para la determinación de las condiciones 
Cromatográficas de análisis de PCBs 
 
 
a) Fase móvil: De acuerdo con Hillberck 12, se preparó una mezcla de acetonitrilo: 
agua para el análisis de bifenilos policlorados por HPLC y se desgasificó en el 
equipo de filtración. 
Para determinar la proporción adecuada se hicieron las siguientes pruebas: 
□ Proporción 70:30 (acetonitrilo: agua) 
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□ Proporción 65:35 (acetonitrilo: agua) 
*Se emplea agua ultrapura para la mezcla con acetonitrilo. 
 
b) Tiempo de corrida: Se realizaron corridas cromatográficas a un tiempo 
determinado de 15 minutos 
En la Tabla N° 9 se detallas las condiciones cromatográficas necesarias para el 
método analítico por HPLC. 




Modo de elución Isocrático 
Velocidad de flujo 1.5 mL/min 
Volumen de inyección 80 – 100 ul 
Longitud de onda 205 nm 
Columna Chromolith Performance RP-18e 100 – 4.6 mm, 2 µm 
Guarda columna Chromolith Performance RP-18e 4.6 – 5 mm, 2 µm 
Detector UV Vis – 220 nm 
Modo de cuantificación Estándar Analítico 
Modo de cualificación Tiempo de retención 
Modo de calibración Curva de calibración 
Unidades de concentración ppm (mg/L) 
Tiempo de retención 
aproximado 
Aroclor 1: 4.65 minutos 
Aroclor 2: 5.22 minutos 
Aroclor 3: 6.34 minutos 
Tiempo total de corrida 15 minutos 
 
3.3.6 Validación del Método de Análisis de Cromatografía 
Las características de desempeño del método analítico se expresan en función 







El diagrama del proceso analítico general se puede observar en la Figura Nº8. 
3.3.6.1 Parámetros Validación Analítica 
a) Linealidad: 
Permite determinar la proporcionalidad entre la concentración del analito y su 
respuesta. 
□ Preparación de la curva de calibración 
Se preparó una solución stock de 20 ppm a partir del estándar de Aroclor Mix 2 
(200 ppm), colocando 500 µL del estándar en una fiola de 5 mL, se enrasó con 
metanol grado HPLC y homogenizó.  A partir de esta solución se prepararon 
soluciones stock a menores concentraciones de 2ppm, 5ppm, 8ppm, 11ppm y 14ppm 
en viales de cromatografía de 2.0 mL; los cuales se emplean para la obtención de la 
curva de calibración y la validación del método de análisis. Estas soluciones fueron 
filtradas empleando un filtro Whatman de 0.2 µm (Merck) y procedió a inyectar en el 
equipo por triplicado. En la Tabla Nº 10 se muestran los volúmenes utilizados de 
metanol y estándar analítico para las preparaciones de la soluciones stock y su 
representación gráfica en la Figura Nº 7. 











1 2 100 900 1000 
2 5 250 750 1000 
3 8 400 600 1000 
4 11 550 450 1000 




Al mismo tiempo se preparó una solución stock de 100 ppm a partir del 
estándar de Aroclor Mix 2 en un vial de cromatografía de 2.0 mL (225 µL de 
estándar y 225 µL de metanol grado HPLC); el cual se emplea posteriormente en los 
ensayos de biodegradación. 
 
Figura N° 7.  Preparación de la curva de calibración 
Estas soluciones stock fueron preparadas por duplicado, en días diferentes y 
cambiando de operador para el ensayo de precisión. 
La linealidad de un método analítico se refiere a la proporcionalidad entre la 
concentración de analito y su respuesta. Este paso de la validación es necesario si se va 
a trabajar con un solo estándar en las determinaciones de rutina, aunque pueden 
aceptarse métodos no lineales, si se opera con estándares múltiples cada vez. 
Además, conjuntamente se determina el rango lineal, es decir, el intervalo 
comprendido entre la concentración mínima y máxima de analito para el cual el 
método ha sido probado y dentro del cual se puede efectuar el dosaje por interpolación 
en una curva estándar. 
Por lo tanto se realizó el análisis de regresión lineal para determinar la 







y : Valor respuesta área pico cromatógrafo 
x : Concentración del analito 
m : Valor pendiente de la recta 
































Siendo a y b los estimadores de la ordenada al origen y pendiente 
respectivamente, n el número de mediciones, Xi la concentración e Yi, el valor 
medido en el ensayo i. 
Independientemente de la apariencia de la recta, resulta conveniente evaluar los 
estimadores de la regresión en un intervalo de confianza dado (p = 0,05). 
Así: 


















































El valor r = 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta 
perfectamente lineal de pendiente negativa y r = 0  la no correlación entre X e Y. En la 
práctica, r es generalmente mayor de 0.99 y los valores menores de 0.90 son raros. Sin 
embargo, el mejor indicador del modelo lineal no es r sino un test estadístico, en el 
cual se calcula un valor de tr con n-2 grados de libertad y se compara con el valor t 
calculado para el nivel de confianza requerido. 
Si el valor observado es mayor que el de la tabla, entonces se concluye que la 










El límite de confianza para el estimador de la pendiente (b) se calcula en 





























Luego, los límites de confianza de la pendiente corresponden a: 
Intervalo de confianza de b: 
b=b ± t .Sb 
Donde t es para n-1 grados de libertad. 
Por su parte, el límite de confianza del estimador de la ordenada al origen (a) se 















Intervalo de confianza para a: 
a = a ± t .Sa 
b) Precisión 
 Está relacionada con la dispersión de las medidas alrededor de su valor medio. 
Es una medida de la reproducibilidad del método. Por lo que este ensayo se analiza 
con el mismo lote empleado para repetibilidad. 
Para su evaluación se emplearon las soluciones stock de concentraciones 2, 5, 
8, 11, 14 ppm; analizando por triplicado cada una, luego de ser filtradas. 
La precisión está relacionada con la dispersión de las medidas alrededor de su 
valor medido o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos 
individuales cuando el método se aplica repetidamente a múltiples alícuotas de una 
muestra homogénea. 
Se expresa matemáticamente como la desviación estándar (), estimada 
analíticamente por s o más comúnmente como la desviación estándar relativa (RDS) o 

















Donde: n, es el número de medidas; Xi el valor medido en el ensayo i;  el 
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Ambos estimadores, desviación estándar y desviación estándar relativa 
permiten evaluar la incertidumbre en la estimación de la medida (error aleatorio, 
correspondiente a la dispersión de datos alrededor de la medida). 
La precisión debe medirse en condiciones repetitivas (mismo analista, mismo 
día, mismo instrumento) y en condiciones reproducibles (diferente analista diferente 
día, diferente instrumento). 
Así la USP indica una RSD del sistema de no más de 2%, leyendo 5 veces una 
solución estándar, aunque pueden obtenerse en condiciones apropiadas valores 
inferiores al 1% e incluso menores. 
Límites de confianza: 
En muchos casos debe indicarse el intervalo de confianza de la medida, es 
decir, el rango en el cual puede definirse la probabilidad de que éste "capture" con la 
probabilidad indicada el parámetro µ. 
Los criterios pueden ser varios, pero deberá dejarse constancia del empleado: la 
media ± 2 desviaciones estándar (correspondiente al 95% de las medidas en una 
distribución normal o gaussiana), la media ± 3 desviaciones estándar (99,7% de las 
medidas para el mismo tipo de distribución) o preferentemente, cuando el número de 
muestras es pequeño (menor de 30), las medidas independientes, y la distribución 









  ,, XX  
 
Donde t es el valor  "t de Student", tabulado para n mediciones con v =  n-1 grados 
de  libertad  y  para  varios  niveles de  significación  (el  nivel  más empleado  es  p = 




c) Exactitud (Error sistemático o sesgo) 
 
Permite medir el grado de concordancia entre los valores obtenidos y el valor 
verdadero. 
 
□ Preparación del ensayo 
Para este análisis se prepararon muestras a concentraciones de 10 y 13 ppm en 
viales de cromatografía de color ámbar, empleando el estándar Aroclor Mix 2 y 
metanol grado HPLC (Merck) como diluyente. Ambas fueron sometidas al 
tratamiento de extracción, filtradas y analizadas en el equipo de cromatografía. 
Finalmente se agregó estándar puro a la muestra de 10 ppm para llegar a una 
concentración final de 13 ppm y se inyectó al equipo para su análisis. La recuperación 
del analito debe acercarse al 100%. 
En el análisis de trazas (micro componentes), no siempre se alcanzan 
recuperaciones tan elevadas y se consideran habituales valores de recuperación entre 
el 60 y 80 %. Por lo tanto para determinarlo puede utilizarse un ensayo t de student, 
efectuando varias determinaciones de la muestra de concentración conocida y 
calculando el t experimental (tob), que se compara con el t de tablas para n-1 grados de 










Siendo R la recuperación porcentual  
Si la diferencia entre el valor hallado y el valor verdadero es pequeña, la 
exactitud es buena. Una diferencia grande indica que la exactitud es inadecuada y 






%R : Porcentaje de recuperación 
P : Valor práctico obtenido en el ensayo 
T : Valor teórico 
d) Sensibilidad 
Corresponde a la mínima cantidad de analito que puede producir un resultado 
significativo. Los parámetros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son: 
Los límites de detección y cuantificación, los cuales pueden estimarse a partir de 
la curva de regresión, siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de 
analito, por extrapolación a concentración cero. 
 
□ Se determina la pendiente de la curva de calibración (concentración vs. 
respuesta) en el rango apropiado: b 
□ Se obtiene otra curva de calibración, leyendo cada punto por triplicado, pero 
en este caso para concentraciones menores de analito, determinándose la 
ecuación de esta nueva recta de calibración y se extrapola la respuesta a 
concentración cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco: Ybi. 
□ Se determina la desviación estándar correspondiente a cada concentración del 
punto 2, se calcula la recta correspondiente a concentración vs. s y se 
extrapola como en el caso anterior la desviación estándar a concentración 
cero, obteniéndose el estimado Sbl correspondiente a la desviación estándar 
del blanco. 
□ Se calcula el límite de detección (3 desviaciones estándar del blanco) y el 

















LD : Límite de Detección 
Y : Respuesta blanco 
S : Desviación estándar blanco 
b : pendiente curva de calibración 
 










LC : Límite de Cuantificación 
Y : Respuesta blanco 
S : Desviación estándar blanco 
b : pendiente curva de calibración 
 
En la Figura N° 8, se presenta un diagrama de flujo del proceso analítico de bifenilos 
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3.3.7 Preparación de medios de cultivo. 
 
3.3.7.1 Preparación de medio PAS (phosphate-buffered mineral salts médium) 
(Bedard) 38 
Se prepararon 2 soluciones, la primera llamada concentrado de PA que fue 
compuesto de K2HPO4 (56.77 g/L), KH2PO4 (21.94 g/L), NH4Cl (27.61 g/L), se 
disolvieron en 900 mL de agua destilada y se añadieron 5 mg de extracto de 
levadura, se esterilizó en autoclave a 121 ºC, 1 atm por 15 minutos y se dejó enfriar; 
la segunda solución llamada PAS 100X estuvo compuesta de MgSO4 (19.5 g/L), 
MnSO4.H2O (5 g/L), FeSO4.7H2O (1 g/L), CaCl2.2H2O (0.3 g/L), se disolvieron las 
sales en 100 mL y se esterilizaron por filtración con un filtro Milipore de 0.2 µm y se 
añadieron varios mL de H2SO4 concentrado hasta la disolución de las sales. 
 
3.3.7.2 Preparación de medio mineral (Bokvajová) 39 
Compuesto por (NH4)2SO4 (1 g/L), Na2HPO4.7H2O (8.2 g/L) KH2PO4 (2.7 
g/L), MgSO4.7H2O (0.1 g/L), Ca(NO3)2 (0.5 g/L) y FeSO4.7H2O (0.25 g/L), se 
disolvieron en 1000 mL de agua destilada, el pH se ajustó a 7.2 con 1 M de NaOH 
antes de esterilizar en autoclave. 
3.3.7.3 Preparación de medio mineral (Gray & Thornton). 26 
Compuesto por KNO3 (1.0 g/L), FeCl3 (0.02 g/L), MgSO4 (0.2g/L), NaCl (0.1 
g/L), CaCl2 (0.1 g/L) y K2HPO4 (1.0 g/L), se llevó a un pH de 6.8 con H2SO4 
concentrado. 
3.3.8 Preparación del inóculo. 
Se seleccionaron las cepas que presentaron forma bacilar, se identificaron 
como gram negativas y mostraron la actividad bioquímica para el género 
Pseudomona aeruginosa con las cuales se realizó el inóculo bacteriano. Se tomaron 2 
asadas de la placa del último repique de cultivo y se diluyó con 3 mL de agua estéril 
teniendo una dilución bacteriana. Se establecieron los porcentajes de composición 
del medio de cultivo: medio mineral 88 %, Aroclor Mix2 100 µg/mL 10% y bacteria 
2%, de acuerdo a esto se mezclaron 150 µl de Aroclor Mix 2 100 µg/mL, 1320 µl de 
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medio mineral (Gray & Thornton) y 30 µl de la dilución bacteriana en un vial de 
vidrio estéril de 3 mL a un pH de 6.5, teniendo el inóculo una concentración inicial 
de 10 µg/mL. El vial se llevó a incubación a 37 ºC por 6 días, se tomaron muestras de 
200 µl a los 0, 4 y 6 días en tubos eppendorf de 1.5 mL y se analizó por HPLC. A los 
6 días se tomaron 200 µl en dos tubos eppendorf y se centrifugaron a 8500 rpm por 
10 minutos, se eliminó el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendió en 500 
µl de agua estéril, se juntó el contenido de ambos tubos eppendorf, se repitió el 
procedimiento de lavado 3 veces, resuspendiendo al último en 500 µl de medio 
mineral y se realizó conteo bacteriano en cámara de Neubauer. 
3.3.9 Extracción de PCBs. 
3.3.9.1 Extracción según BEDARD 40. 
Los ensayos se realizaron con muestras de 200 µL a tiempo 0, los cuales 
fueron detenidos con la adición de ácido perclórico a una concentración final de 
0.7%, se añadió un volumen de 1/10 de Tritón X-100 al 10%, seguido de 4 
volúmenes de hexano, antes de mezclar se añadió una pequeña cantidad de sulfato de 
sodio anhidro para prevenir la formación de una emulsión estable, las mezclas fueron 
vigorosamente agitadas por 20 minutos en un agitador orbital Selecta Rotaterm a 150 
U/min, la fase orgánica fue transferida a viales de vidrio ámbar  de 1.5 mL, para ser 
analizadas por HPLC.  
3.3.9.2 Extracción según Ni 41. 
Se realizaron modificaciones al método de extracción. Se tomaron muestras 
de 200 µL para cada ensayo, a los cuales se le agregaron 0.67 g de sulfato de sodio 
anhidro y se dejó reposar por 10 minutos, luego se añadieron 200 µl de acetonitrilo 
grado HPLC Merck y se agitó en un vórtex por 5 minutos, se centrifugó por 3 
minutos a 3000 rpm en una microcentrífuga Centra CL2 Thermo IEC, se recuperaron 
180 µl de la fase líquida y se almacenó en un tubo eppendorf de 1.5 mL hasta su 
análisis. 
3.3.10 Biodegradación de PCBs 
3.3.10.1 Ensayo de biodegradación 
Se prepararon 2300 µl de un caldo de cultivo de biodegradación con una 
concentración final de 10ug/mL de AROCLOR Mix 2 100 µg/mL. Teniendo en 
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cuenta los porcentajes de composición mencionados en la preparación del inóculo, se 
mezclaron 230 µl de Aroclor Mix 2 100 µg/mL, 2024 µl de medio mineral y 46 µl de 
dilución bacteriana 106 cell/mL. El vial se llevó a incubación a 37ºC por 7 días, se 
tomaron muestras de 200 µl a los 0, 1, 2, 3, 5 y 7 días en tubos eppendorf de 1.5 mL 
y se analizaron por HPLC previa extracción de PCBs. 
En la Figura N° 9 se muestra un esquema resumen del proceso de extracción 
de PCBs previo al análisis por HPLC. 
 
Figura N° 9. Proceso del tratamiento de muestras del ensayo de biodegradación. 
 
3.3.11 Obtención de la curva de crecimiento bacteriano. 
Se tomaron alícuotas de 20 µl a los 0, 1, 2, 3, 5 y 7 días, se hizo una dilución 
1:10 con agua destilada estéril y realizó el conteo de bacterias en cámara de 
Neubauer.42 
3.3.12 Evaluación de la cinética de biodegradación 
Tras haber obtenido los valores de concentración de PCBs en los tiempos 
determinados, se realizó el procesamiento de los datos en el software de análisis 
Origin Pro 9.0 donde se eligió el modelo exponencial que mejor se ajustara a los 
valores obtenidos experimentalmente, y se utilizó el software Wolfram Mathematica 




4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Aislamiento de microorganismos 
Se repicó en agar Mac Conkey hasta obtener las colonias aisladas como se 










Figura N° 10. Repique final 
 
4.2 Caracterización e identificación bioquímica de microorganismos 
En la Figura Nº 11 se observan los resultados luego de realizar la tinción 
Gram, se observaron al microscopio bacilos alargados gram negativos y el desarrollo 
de colonias incoloras redondeadas confluentes con el centro más denso, mucoides 
típico del género  en  agar Mac Conkey. 
 
Figura N° 11.  A) Tinción gram de la muestra del Hospital III Yanahuara, se 







Se revisaron e interpretaron  los resultados de las pruebas bioquímicas en agar LIA, 
agar TSI, agar úrea y medio SIM; siembra en medio selectivo agar cetrimide, prueba 
de la oxidasa  mostrados en la Tabla Nº 11 y los registros fotográficos en el Anexo 2. 
Tabla N° 11. Pruebas bioquímicas realizadas a la muestra del Hospital III-ESSALUD 
Yanahuara. 
TEST RESULTADO INTERPRETACIÓN 
LIA N/N; -; - 
No desamina ni descarboxila la 
lisina, no se produce H2S ni gas. 
TSI N/N; -; - 
No fermenta azúcares, no forma 
gas, no produce H2S 




Utiliza el citrato como fuente de 
carbono 
SIM +; -; - 





Codifica la enzima citocromo 
oxidasa 
CETRIMIDE + Producción de pigmento verde. 
 
Los resultados indican que las cepas aisladas corresponden al género 
Pseudomona aeruginosa. 





4.3  Validación del método de análisis por cromatografía 
4.3.1 Preparación soluciones stock. 
En la Figura Nº12 se muestran los viales con las soluciones stock a diferentes 
concentraciones. 
 
Figura N° 12. Soluciones stock 2, 5, 8, 11 y 14 ppm. 
 
4.3.2 Determinación de las condiciones cromatográficas para análisis de PCBs 
 
Luego de realizar las corridas cromatográficas y comparar las pruebas, se 
determina una proporción para la fase móvil de 70:30 acetonitrilo:agua, una 
velocidad de flujo de 1.5 mL/min; ya que así se obtienen picos gaussianos separados 
en la línea base y de mayor área correspondientes a cada Aroclor como se observa en 
la Figura Nº 13 en comparación con el ensayo donde la composición de  fase móvil 
fue de 65:35 acetonitrilo:agua, donde los picos de los Aroclor presentan menor área 
lo que se puede observar en la Figura Nº 14, esto debido a que los PCBs, debido a su 
baja polaridad, van a tener más afinidad por el acetonitrilo, que tiene una polaridad 
relativamente baja, que por la fase estacionaria que es polar y esto resulta en una 
repulsión hidrofóbica. Por otro lado, a mayor cantidad de cloros sustituidos, la 
polaridad de la molécula disminuye, esto puede ser un primer indicador de que los 
tres primeros picos corresponden a los Aroclor 1221, 1242, 1254 respectivamente. El 





Figura Nº 13. Cromatograma correspondiente a Aroclor Mix 2 a flujo 1.5 mL/min, 
fase móvil acetonitrilo: agua 70:30. 
 
 
Figura Nº 14. Cromatograma correspondiente a Aroclor Mix 2 a flujo 1.5 mL/min, 
fase móvil acetonitrilo: agua 65:35 
 
En la Tabla N° 12 se muestran las áreas de los picos correspondientes a cada 
Aroclor analizadas empleando diferentes proporciones de fase móvil, observando 
que con la proporción 70:30 acetonitrilo: agua se obtiene una mayor área, por lo 
tanto es establecida para la preparación de la fase móvil. 
Tabla N° 12. Comparación áreas picos en diferentes proporciones de fase móvil 
FASE MÓVIL 
AREA 
AROCLOR 1 AROCLOR 2 AROCLOR 3 
65:35 488077 1196842 494918 
70:30 641296 1579716 727180 
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4.3.3 Parámetros validación analítica 
 
Se realizaron corridas por triplicado de las soluciones stock preparadas a 
diferentes concentraciones (2, 5, 8, 11 y 14 ppm). Obteniendo una respuesta 
favorable en cuanto al análisis cromatográfico como se puede ver en la Figura Nº 15; 
que muestra los picos de Aroclor 1, Aroclor 2 y Aroclor 3 claramente y la diferencia 
de áreas de acuerdo con la concentración del stock correspondiente. 
 




Para el desarrollo de este parámetro fue necesario realizar tres curvas de 
calibración para cada Aroclor, por lo que se prepararon cinco puntos a 
concentraciones de 2, 5, 8, 11 y 14 ppm y se procesaron por HPLC por duplicado. 
Los resultados del modelo lineal describen la relación entre el área y la 
concentración de PCBs. Para el cálculo de la regresión lineal, la ecuación del modelo 
es: 
Relación de área (y) = m (x) + b 
Donde: “y” es la relación de área, “x” la concentración, “m” la pendiente y 
“b” el intercepto. 
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En la tabla N°13 se muestran las áreas correspondientes a Aroclor 1 y su 
correspondiente análisis estadístico, datos que son empleados para graficar la curva 
de calibración respectiva que se muestra en la Figura Nº 16 y sus características 
mostradas en la Tabla Nº 14 obteniendo un valor de r2 de 0.9999. 





PROMEDIO DS RSD 
1 2 3 
2 31393.4 30615.2 30925.3 30978.0 391.7462 1.2646 
5 77852.3 88842.6 89674.9 85456.6 6598.6362 7.7216 
8 140810.3 138179.5 142281.8 140423.9 2078.3125 1.4800 
11 192636.5 190333.8 195020.7 192663.7 2343.6042 1.2164 
14 250425.5 237308.6 250886.6 246206.9 7709.5910 3.1313 
 
 
Figura Nº 16.  Expresión gráfica de la recta obtenida para la determinación de la 
linealidad del método analítico para cuantificación de Aroclor 1. 
 
Tabla N° 14. Características de la curva de calibración para Aroclor 1 
 Aroclor 1 
Coeficiente de correlación (R2) 0.9999 
Pendiente 17922 
Intercepto -4231.5 




En la tabla N° 15 se muestran las áreas correspondientes a Aroclor 2 y su 
correspondiente análisis estadístico, datos que son empleados para graficar la curva 
de calibración respectiva que se muestra en la Figura Nº 17 y sus características 
mostradas en la Tabla Nº 16 obteniendo un valor de r2 de 0.9999. 





PROMEDIO DS RSD 
1 2 3 
2 100238.1 98580.3 96362.1 98393.5 1944.7266 1.9765 
5 248350.2 286051.7 288881.8 274427.9 22628.2128 8.2456 
8 437212.9 445093.7 451485.4 444597.3 7149.2211 1.6080 
11 629162.9 613893.7 610703.2 617919.9 9866.5094 1.5967 
14 801862.4 763085.2 801152.4 788700.0 22185.9126 2.8130 
 
 
Figura Nº 17. Expresión Gráfica de la recta obtenida para la determinación de la 
linealidad del método analítico para cuantificación de Aroclor 2. 
Tabla N° 16. Características de la curva de calibración para Aroclor 2 
 Aroclor 2 
Coeficiente de correlación (R2) 0.9999 
Pendiente 57470 
Intercepto -14954 
Numero de repeticiones (n) 3 
 
En la tabla N° 17 se muestran las áreas correspondientes a Aroclor 3 y su 
correspondiente análisis estadístico, estos datos son empleados para graficar la curva 
78 
 
de calibración respectiva que se muestra en la Figura N° 18 y sus características 
mostradas en la Tabla Nº 18 obteniendo un valor de r2 de 0.9997. 
Tabla N° 17. Resultados obtenidos en la determinación de la linealidad para 




PROMEDIO DS RSD 
1 2 3 
2 38122.9 36644.4 32246.9 35671.4 3056.4167 8.5683 
5 89348.0 98182.4 96657.1 94729.2 4722.2321 4.9850 
8 146371.4 147293.6 147622.9 147095.9 648.7460 0.4410 
11 209701.4 203404.1 197124.7 203410.1 6288.3072 3.0914 
14 268411.7 251174.4 261254.2 260280.1 8659.8334 3.3271 
 
 
Figura Nº 18. Expresión gráfica de la recta obtenida para la determinación de la 
linealidad del método analítico para cuantificación de Aroclor 3. 
 
Tabla N° 18. Características de la curva de calibración para Aroclor 3 
 Aroclor 3 
Coeficiente de correlación (R2) 0.9997 
Pendiente 18544 
Intercepto 0 
Numero de repeticiones (n) 3 
 
El R2 indica que el modelo muestra el porcentaje de la variabilidad de la relación 
de área. Para Aroclor 1 el coeficiente de correlación es igual a 0.9999, para Aroclor 2 
es 0.9999, para Aroclor 3 es 0.9997 para la relación de áreas versus la concentración, 
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lo cual indica una fuerte relación entre la respuesta del instrumento y las 
concentraciones conocidas. Estos resultados muestran que los puntos están dentro de 
una línea recta, entonces se puede decir que el método es lineal, afirmando que la 
variación de la variable dependiente se relaciona en un 99.9% con respecto a la 
variación de la variable independiente. 
4.3.3.2 Sensibilidad 
Los parámetros que se definen al evaluar la sensibilidad de un método son los 
límites de detección y de cuantificación. 
El límite de detección fue calculado, en base a la curva de linealidad del método, 
empleando valores de (proporcionalidad de la concentración de analito y la respuesta 
del instrumento), lo que corresponde a la menor concentración de analito que se 
detecta; mientras que el límite de cuantificación corresponde a la menor 
concentración de analito que se determina con precisión y exactitud. Ambos límites 
se reportan en las tablas que se muestra más abajo, en unidades de concentración 
(ppm) para cada Aroclor. 























Se puede observar que en las Tablas N° 19, 20 y 21 se detallan los resultados 
obtenidos del cálculo de los límites de detección y cuantificación, para el presente 
método analítico se obtuvo entonces un límite de detección de 0.006, 0.02 y 0.18 
ppm y un límite de cuantificación de 0.35, 0.67 y 0.65 ppm para Aroclor 1221, 1242 
y 1254 respectivamente. 




LIMITE DE DETECCIÓN (ppm) 0.0593 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (ppm) 0.3532 
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LIMITE DE DETECCIÓN (ppm) 0.0197 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (ppm) 0.6729 




LIMITE DE DETECCIÓN (ppm) 0.1759 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (ppm) 0.6536 
 
4.3.3.3 Precisión 
Se obtiene un coeficiente de variación de 1.50, 1.81 y 1.51 % correspondiente a 
seis datos de relación de área de Aroclor 1, 2 y 3 respectivamente luego del análisis 
por triplicado,  
El criterio de aceptación puede ser variable y estará dictado por los objetivos 
buscados. Así, la USP indica en general que una RSD del método debe ser menor de 
2.7%. Tomando en cuenta que los valores hallados se encuentran dentro de las 
especificaciones dadas por la USP y AOAC podemos afirmar que el método es 
preciso. 
Tabla N° 22. Resultados obtenidos para la determinación de la desviación estándar. 




AREA CONCENTRACIONES (ppm) 
Aroclor 1 Aroclor 2 Aroclor 3 Aroclor 1 Aroclor 2 Aroclor 3 
1 100 140821.3 437211.9 207211.3 8.094 7.868 11.171 
2 90 138177.3 445103.7 203402.0 7.946 8.005 10.966 
3 85 142481.8 431485.4 201684.8 8.186 7.768 10.874 
4 80 137179.5 434648.5 203407.1 7.890 7.823 10.966 
5 90 142280.8 451485.5 198859.6 8.175 8.116 10.722 
6 100 140861.9 449211.0 206487.4 8.096 8.079 11.132 
PROMEDIO 140300.5 441522.9 203208.1 8.064 7.943 10.972 
DESVIACION 
ESTANDAR 
      0.121 0.143 0.166 




En la Tabla Nº 23 se muestran los intervalos de confianza de ± 0.127, 0.150 y 
0.174 para Aroclor 1, 2 y 3 respectivamente. 
Tabla N° 23. Límites de confianza 
 
Tabla N° 24. Resultados obtenidos para para la determinación de la desviación 
estándar en el parámetro de precisión del método  
N° Volumen 
(uL) 
AREA CONCENTRACIONES (ppm) 
Aroclor 
1 
Aroclor 2 Aroclor 3 Aroclor 1 Aroclor 2 Aroclor 3 
1 100 192726.6 623354.2 147068.6 10.990 11.107 7.937 
2 100 190719.8 614487.0 146069.9 10.878 10.953 7.883 
3 100 194807.5 611206.3 146187.6 11.106 10.895 7.890 
4 100 192415.8 614519.3 148495.5 10.972 10.953 8.014 
5 100 194709.7 612100.2 148422.9 11.100 10.911 8.010 
6 100 195400.3 626657.3 148943.7 11.139 11.164 8.038 
PROMEDIO 193463.3 617054.0 147531.3 11.031 10.997 7.962 
DESVIACION 
ESTANDAR 
      0.101 0.111 0.067 
RSD       0.913 1.010 0.848 
 
En la Tabla Nº 25 se muestran los intervalos de confianza de ± 0.106, 0.117 y 
0.070 para Aroclor 1, 2 y 3 respectivamente. 
Tabla N° 25. Límites de confianza 
 
AROCLOR 1 
(+ / -) 
AROCLOR 2 
(+ / -) 
AROCLOR 3 
(+ / -) 
Intervalo de confianza 
del 95% de la media 
0.127 0.150 0.174 
GRADOS DE LIBERTAD 5 
t – Tabla 2.571 
N 6 
 
AROCLOR 1    
(+ / -) 
AROCLOR 2 
 (+ / -) 
AROCLOR 3 
 (+ / -) 
Intervalo de confianza del 95% 
de la media 
0.106 0.117 0.070 
GRADOS DE LIBERTAD 5 




En la Tabla Nº 26 se muestra una RSD en condiciones repetitivas de 1.50, 1.81 
y 1.51 % para Aroclor 1, 2 y 3 respectivamente, asimismo, una RSD en condiciones 
reproducibles de 0.91, 1.01 y 0.85 % para Aroclor 1, 2 y 3 respectivamente. Según 
estudios realizados por la AOAC el cociente de repetibilidad/reproducibilidad está 
normalmente comprendido entre 1.5 y 2, se muestra un cociente de 1.64, 1.79 y 1.78 
para el ensayo de precisión de Aroclor 1, 2 y 3 respectivamente, lo cual indica que el 
instrumento es preciso bajo las condiciones de análisis establecidas. 
Tabla N° 26. Resultados obtenidos para el ensayo de precisión 
   
Aroclor 1 Aroclor 2 Aroclor 3 
REPETIBILIDAD 
RSD (%) 1.500 1.806 1.511 
intervalo de confianza (+/-) 0.127 0.150 0.174 
REPRODUCIBILIDAD 
RSD (%) 0.913 1.010 0.848 
intervalo de confianza (+/-) 0.106 0.117 0.070 
Cociente Repetibilidad/reproducibilidad 1.64 1.79 1.78 
 
4.3.3.4 Exactitud 
Este parámetro se refiere al valor medido que se obtiene, el cual debe ser muy 
próximo al de referencia. En otras palabras el porcentaje de recuperación del analito 
debe acercarse al 100%. 
En el ensayo se agregó una cantidad de estándar conocida de Aroclor Mix 2 a la 
muestra de 10 ppm. Por lo que se agregó 3 ppm a dicha muestra para confirmar la 
presencia de Aroclor; lo cual dio positivo. Se analizaron las muestras y sus resultados 
se muestran en la Tabla Nº 27; como se observa, se obtuvo un porcentaje de 
recuperación de 84.6, 88.5 y 89.02% dentro de los límites establecidos. 










4.4 Preparación de medios de cultivo: 
4.4.1 Preparación de medio PAS:  
Se observó una precipitación progresiva de las sales al mezclar las dos 
soluciones que componen el medio, aún estando a pH similares, esto debido a la alta 
concentración de sulfatos y fosfatos, se llevó hasta pH 2.0 y en este valor las sales 
quedaron disueltas, pero este valor es muy bajo para el cultivo de Pseudomona sp. 
cuyo valor óptimo de crecimiento es pH 7.0 44.  
4.4.2 Preparación de medio mineral Bokvajová. 
Este medio mineral tiene menor concentración de sales, por lo cual se observó 
menor precipitación que el medio PAS, al acidificar el medio hasta un pH 5.5, las 
sales se disuelven parcialmente, pero no totalmente, y como en el caso anterior no 
puede utilizarse por el valor de pH óptimo del crecimiento bacteriano.  
4.4.3 Preparación de medio mineral Gray & Thornton: 
Debido a la presencia de fosfatos y sulfatos en el medio, se observa una ligera 
precipitación, esto debido a la baja concentración de sales del medio. Se observó que 
a pH inicial de 7.8 la turbidez y precipitado es mayor, y cuando se acidifica a pH 6.5 
esta turbidez y el precipitado desaparecen lo que indica la disolución de las sales, 
siendo este valor aceptable para el cultivo de Pseudomona aeruginosa en el ensayo 
de biodegradación. 
El medio de cultivo se preparó a una concentración de 10 ppm de PCBs 
debido a que un estudio realizado por Bastardo 45 reportó que a una concentración de 
10 ppm de PCBs se registró una mayor cinética de crecimiento bacteriano en 
comparación con el cultivo en 15 y 30 ppm. 
 En la preparación del medio de cultivo PAS, la alta concentración de sales 
que componen el medio provocan la precipitación, ya que mientras más alta es la 
concentración de sales, los enlaces iónicos son más fuertes y viceversa  es por eso 
que al utilizar concentraciones bajas ya no se observa este fenómeno. 
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4.5 Ensayo de Biodegradación. 
4.5.1 Extracción de PCBs. 
4.5.1.1 Extracción según BEDARD 40 
 
En la Figura Nº 19 se muestra un cromatograma azul que no presenta los 
picos correspondientes a los Aroclor en estudio, comparado con un cromatograma 
color negro donde los picos de los Aroclor están separados y definidos. Lo que 
impide la correcta identificación de los componentes de Aroclor Mix 2 mediante este 
método de extracción. 
 
Figura Nº 19. Cromatograma de la extracción de PCBs del caldo de cultivo a tiempo 
0 con Hexano. 
 
4.5.1.2 Extracción modificada según Ni 41 
Se realizó una extracción con proporción de acetonitrilo: caldo de cultivo 
75:25 a fin de recrear las condiciones parecidas a la fase móvil acetonitrilo: agua 
70:30; además, el acetonitrilo, así como otros solventes orgánicos, tiene la propiedad 
de precipitar las proteínas, es un método simple y requiere menos tiempo46, lo que 
facilita la separación de proteínas por centrifugación y estas no se inyecten al equipo. 
En este ensayo se observan picos definidos y separados para cada Aroclor 





Figura Nº 20. Cromatograma de la extracción de PCBs del caldo de cultivo a tiempo 
0 con acetonitrilo: caldo de cultivo 75:25. 
 
En el ensayo con proporción acetonitrilo: caldo de cultivo 1:1, se observan 
áreas de picos casi nulas de los Aroclor en análisis como se observa en la Figura Nº 
21. 
 
Figura Nº 21. Cromatograma de extracción de PCBs del caldo de cultivo a tiempo 0 
con acetonitrilo 1:1. 
 
Luego de realizar la extracción añadiendo el sulfato de sodio anhidro, el área 
de los picos aumenta en gran cantidad como se observa en la Figura Nº 22, siendo 




Figura Nº 22. Cromatograma de extracción de PCBs del caldo de cultivo a tiempo 0 
con Acetonitrilo 1:1 y sulfato de sodio. 
 
Luego de comparar las metodologías para el tratamiento de muestras para la 
extracción de PCBs se determinó que empleando el acetonitrilo en lugar de hexano y 
añadiendo sulfato de sodio anhidro se obtienen picos separados, definidos y de 
mayor área para cada Aroclor en análisis. 
En los experimentos, se observa que el Aroclor 1 presenta un tiempo de 
retención de 4.65 minutos, Aroclor 2 de 5.22 minutos y Aroclor 3 de 6.34 minutos; 
de acuerdo a Chantawornsawat 47 al eluir los congéneres seleccionados para el 
análisis, el tiempo de retención es menor en relación a la cantidad de sustituciones de 
átomos de cloro que contengan las moléculas de PCBs en su estructura química, por 
lo tanto, el primer pico detectado y cuantificado en el cromatograma corresponde al 
Aroclor 1221, el segundo a Aroclor 1242 y el tercero al Aroclor 1254.  
4.5.2 Inóculo: 
4.5.2.1 Análisis de PCBs por HPLC. 
Se observa la disminución progresiva en la concentración de PCBs del 
inóculo para Aroclor 1221, Aroclor  1242 y Aroclor 1254, presentando a los 6 días 
una concentración de 0.4358, 1.4284 y 1.8883 ppm  en las Figuras Nº 23, 24 y 25 
respectivamente. Esto indica que la bacteria utilizada se ha adaptado rápidamente a la 










































Se observa que a los 6 días de incubación del inóculo, se pudo concentrar 
 células/mL, a partir de esta concentración se realizaron los cálculos para 
inocular en el ensayo de biodegradación la concentración de  células/mL. 
4.5.3 Ensayo de Biodegradación: 
 Durante el ensayo de biodegradación, se pudo observar una turbidez debida al 
crecimiento microbiano a partir de una concentración de 1.53 x 106 células/mL. 
4.5.3.1 Cinética bacteriana: 
En la Figura Nº 26 se puede observar el comportamiento del crecimiento de la 
Pseudomona  aeruginosa en el proceso de biodegradación de PCBs. Se inició con 
una concentración de biomasa de 1.53 x 106 células/mL, luego se observa un 
decremento en la concentración hasta los 2 días de incubación correspondiente a la 
etapa de adaptación a las condiciones, y un incremento de la concentración a partir 
del día 2 hasta el día 7, tomándose esta como máxima. Se deduce que los PCBs 
resultan ser una fuente de carbono útil para producir biomasa. 
 
 
Figura Nº 26. Crecimiento bacteriano de Pseudomona aeruginosa del ensayo de 















4.5.3.2 Análisis de la concentración de PCBs del ensayo de biodegradación por 
HPLC. 
En las Figuras Nº 27, 28 y 29 se observa el decaimiento  de la concentración 
de PCBs presentes en el ensayo de biodegradación para Aroclor 1221, Aroclor 1242 
y Aroclor 1254, presentando al final del ensayo (siete días) una concentración de 
0.2361, 0.2602 y 7.4235  ppm respectivamente. Esto indica que la bacteria adaptada 
previamente está fisiológicamente activa, y conforme sigue aumentando su biomasa, 
continúa degradando los PCBs.  
Aroclor 1 
 













% de  
BD 
0 9.9271 0 
1 7.3546 25.91 
2 3.4817 64.93 
3 1.7814 82.06 
5 0.2362 97.62 





% de  
BD 
0 9.9507 0 
1 7.7289 22.3276 
2 5.0843 48.9048 
3 2.1845 78.0471 
5 0.2602 97.3850 





Figura Nº 29. Variación de la concentración de Aroclor 1254 en base al tiempo por 
biodegradación 
 
En los experimentos, los PCBs moderada y bajamente clorados fueron rápida 
y efectivamente degradados, los que fueron Aroclor 1221 y Aroclor 1242 con un 
97.62 % y 97.39 % respectivamente. Mientras que el que presentó menor porcentaje 
de biodegradación fueron los PCBs altamente clorados correspondiente a Aroclor 
1254 con un 25.40 %. Estudios realizados anteriormente indican un porcentaje de 
biodegradación de Aroclor 1221 del 70%,30 Aroclor 1242 del 81% y de Aroclor 1254 
del 35 % por cepas de Alcaligenes eutrophus H850 en condiciones aerobias.40 Un 
estudio realizado por Yadav con hongos6, se llegó a degradar de 30.5% de Aroclor 
1254 y 60.9% para Aroclor 1242 con cultivos de P. chrysosporium en un periodo de 
30 días. En el estudio realizado se obtienen mayores porcentajes de biodegradación 
que los reportados para Aroclor 1221 y 1242, posiblemente debido a la adaptación 
inicial de las bacterias utilizadas, su masificación y concentración pre-inoculación al 
ensayo de biodegradación. 
El bajo porcentaje de biodegradación de Aroclor 1254 se debe a que se 
trabajó en condiciones aerobias, estudios realizados indican que la biodegradación de 
PCBs altamente clorados es efectiva cuando se trabaja en condiciones anaerobias 
removiendo los átomos de cloro en posición meta- y para- obteniendo productos 
menos sustituidos en posición orto- que después pueden ser biodegradados en 
condiciones aerobias.49 Al realizar la comparación con lo reportado utilizando 
hongos, estos presentan mayor biodegradación de Aroclor 1254 que las bacterias en 





% de  
BD 
0 9.9320 0 
1 12.6731 --- 
2 9.7644 1.8717 
3 8.4715 14.8650 
5 7.9475 20.1308 
7 7.4235 25.3967 
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las dioxigenasas bacterianas que al metabolismo oxidativo por el sistema enzimático 
fungal.  
En la cinética de degradación de Aroclor 1254, se observa que al día uno de 
la puesta en marcha del ensayo la concentración de PCBs aumenta por encima de los 
valores iniciales (10 ppm), esto puede ser explicado porque el Aroclor 1221, que es 
más rápidamente degradado, resulta en la decloración de las moléculas por acción 
bacteriana, estos cloruros libres tienden a formar la estructura de Aroclor 1254 
sustituyendo los carbonos en posición –orto, -meta del Aroclor 1242, que también 
está siendo degradado. Pero con el transcurrir de los días, se observa que la 
concentración de PCBs de Aroclor 1254 disminuye, y no se observa un aumento en 
la concentración nuevamente, debido a la metabolización completa de Aroclor 1242 
y 1221. Es por ello que se sugiere realizar más estudios sobre la biodegradación de 
Aroclor 1254 y a partir de ahí determinar su cinética de biodegradación. 
 
4.5.3.3 Monitoreo de pH: 
Se observa en la Tabla Nº 28 que existe una cerrada correlación entre la 
disminución de unidades de pH y la biodegradación de los PCBs, siendo 
indirectamente proporcional. 












0 6-7 0 0 0 
2 6-7 64.9269 48.9048 1.8717 
3 6 82.0550 78.0471 14.8650 
5 5-6 97.6216 97.3850 20.1308 
7 5-6 97.6216 97.3850 25.3967 
 
Así mismo, se conformó y analizó un control negativo, el cual no tuvo 
inóculo bacteriano en su composición. Se observó una disminución no significativa 
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en las áreas de los picos de cada Aroclor las cuales fueron 2.24 %, 3.67 % y 2.96 % 
para Aroclor 1221, 1242 y 1254 respectivamente. 
Si bien se observa la disminución del valor de pH desde un valor inicial de 
6.8 hasta un valor en el rango de 5-6, este no es significativo durante la 
biodegradación, esto tiene que ver con el tipo de metabolito que se está produciendo 
por parte de la actividad bacteriana. Últimos descubrimientos señalan que casi 
siempre los indicadores del crecimiento de los microorganismos en contaminantes 
orgánicos son el incremento de la turbidez del sistema y el decremento del pH50. 
En el proceso de biodegradación, se producen como subproductos ácido 
pirúvico, ácido benzoico y acetaldehído, por lo que se deduce que esta disminución 
es por la producción progresiva del ácido pirúvico y ácido benzoico. Los valores 
reportados son similares a la investigación desarrollada por Bastardo donde se 
reporta una variación de pH entre 7 y 5.45 
4.6 Evaluación de la cinética de biodegradación 
 
Tras haber obtenido los valores de concentración de PCBs en los tiempos 
determinados, se realizó el análisis de los datos en el software de análisis Origin Pro 
9.0 donde se eligió el modelo no lineal exponencial que mejor se ajustara a los 
valores obtenidos experimentalmente. Se determinó que el modelo que mejor se 
ajustó a los datos obtenidos experimentalmente fue el modelo exponencial de 
decaimiento Exp3P2 el que presentó un ajuste aceptable con un valor de R2= 0.993 
para Aroclor 1221 (Figura Nº 29) y 0.9971 para Aroclor 1242 (Figura Nº 30); el 
modelo presentó 3 constantes, donde “a” es una constante independiente que 
corresponde a la concentración inicial cuando el tiempo es cero cuyas unidades son 
mg/L; “b” que es una constante que depende del tiempo cuyas unidades son 
mg/L.día, lo que indica que esta es la constante de biodegradación; y “c” que 
también es una constante que depende del tiempo al cuadrado, cuyas unidades son 
mg/L.día2 . Para Aroclor 1221, la constante de degradación es de 0.1551 mg/L.día y 
para Aroclor 1242 es de 0.0637 mg/L.día, lo que indica que la biodegradación de 
Aroclor 1221 se da con mayor rapidez que Aroclor 1242, debido a la menor 
sustitución de cloros que presenta Aroclor 1221, convirtiéndose en un sustrato más 
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fácilmente de ser biodegradado. Ambas expresiones gráficas se pueden observar en 
las Figuras Nº 30 y 31 para Aroclor 1221 y 1242 respectivamente. No se realizó el 
modelamiento matemático de Aroclor 1254, debido a que al día uno de la puesta en 
marcha del ensayo, la concentración de PCBs aumenta por encima de los valores 
iniciales (10 ppm). 
AROCLOR 1221 
 
Figura Nº 30. Expresión gráfica de la modelación matemática para la biodegradación 
de Aroclor 1221. 
 
Modelo Exp3P2 
Ecuación y = e  
Chi-cuadrado reducida 0.11184 
R2 0.99306 
 Valor Error Estándar 
Constantes 
a 2.3048 0.03335 
b -0.1551 0.08807 










Figura Nº 31. Expresión gráfica de la modelación matemática para la biodegradación 
de Aroclor 1242. 
 
Modelo Exp3P2 
Ecuación y = e   
Chi-cuadrado reducida 0.04812 
R2 0.99711 
 Valor Error Estándar 
Constantes 
a 2.29464 0.02188 
b -0.0637 0.04847 
c -0.1356 0.02037 
 
Posteriormente, el modelo matemático determinado se analizó en el software  
Wolfram Mathematica 10.0 y se plotearon los datos obteniendo los valores de 
concentración de PCBs  teóricos correspondientes a cada tiempo de monitoreo, los 
cuales son comparados con los datos experimentales en la Tabla Nº 29 y 30 para 
Aroclor 1221 y 1242 respectivamente. nos indican que la ecuación de estimación es 




Tabla N° 29. Comparación de las Concentraciones de PCBs obtenidas mediante el 
modelo matemático y los resultados experimentales para Aroclor 1221 
Tiempo 
(días) 
Cc de PCBs 
(ppm) -Teórico 
Cc de PCBs 
(ppm) -Práctico 
0 9.9790 9.9271 
1 7.3139 7.3546 
2 3.9270 3.4817 
3 1.5446 1.7814 
5 0.0939 0.2362 
7 0.0016 0.2361 
 
Tabla N° 30. Comparación de las Concentraciones de PCBs obtenidas mediante el 
modelo matemático y los resultados experimentales para Aroclor 1242 
Tiempo 
(días) 
Cc de PCBs 
(ppm)-Teórico 
Cc de PCBs 
(ppm)-Práctico 
0 9.9209 9.9507 
1 8.1271 7.7289 
2 5.0757 5.0843 
3 2.4167 2.1845 
5 0.2428 0.2602 





 V. CONCLUSIONES: 
 
PRIMERA: Se caracterizó bioquímicamente la bacteria utilizada en el proceso de 
biodegradación, cuyo resultado indicó que la bacteria corresponde a Pseudomona 
aeruginosa. 
SEGUNDA: Con respecto a la determinación de bifenilos policlorados se desarrolló 
una metodología adecuada, utilizando un medio de cultivo de sales a bajas 
concentraciones, así como la implementación de un protocolo de extracción y sus 
condiciones cromatográficas para su análisis por HPLC. 
TERCERA: En cuanto al método de análisis, se consideró para su validación los 
parámetros de linealidad, sensibilidad, precisión y exactitud, afirmando así que es 
posible usar cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) para determinar y 
cuantificar PCBs a una longitud de onda de 205 nm con una fase móvil compuesta de 
acetonitrilo: agua en una proporción de 70:30. 
CUARTA: Al finalizar la experimentación, se logró altos porcentajes de 
biodegradación de 97.62% y 97.40% para Aroclor 1221 y 1242 respectivamente, 
siendo estos valores mayores que los reportados en estudios anteriores; y 25.40% 
para Aroclor 1254, lo que indicaría la necesidad de un pre tratamiento anaerobio. 
QUINTA: Considerando los datos experimentales se estableció un modelo 
matemático de biodegradación de tipo exponencial para Aroclor 1221 
, y para Aroclor 1242  que 
se ajusta a los datos obtenidos en la experimentación y presenta un coeficiente de 









1. Realizar estudios a nivel molecular de alguna zona cercana donde se haya 
producido la contaminación con PCBs con el fin de elucidar nuevas especies 
bacterianas nativas con la capacidad biodegradativa. 
 
2. Enfocar el estudio en la biodegradación de un tipo de Aroclor específico. 
 
3. Estudiar la biodegradación de PCBs con mayores sustituciones de cloro en 
condiciones anaerobias. 
 
4. Conformar un estudio de biodegradación a mayores volúmenes incluyendo el 
diseño de un Biorreactor y un análisis de costos para la optimización de la 
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Anexo 1. MARCO LEGISLATIVO DE PCBs EN EL PERÚ 
Marco Legislativo Internacional 
CONVENIO DE ESTOCOLMO 
Los Contaminantes Orgánicos Persistentes son sustancias muy peligrosas que 
han motivado la preocupación mundial, por ello la comunidad de las Naciones 
Unidad ha firmado el “Convenio de Estocolmo” que fue suscrito por el País el 23 de 
Mayo del 2001, ratificado con D.S. Nº 067-2005-RE de fecha 12 de agosto del 2005 
en el Perú y el cual entró en vigor en diciembre del 2005. Por este motivo todas las 
instituciones públicas, privadas y la sociedad civil deben efectuar esfuerzos para 
cumplir con las obligaciones que prevé este instrumento internacional con el objetivo 
de proteger la salud y el ambiente de estas sustancias químicas peligrosas. 
 
El Artículo 7 del Convenio señala que todo País Parte debe elaborar su Plan 
de Aplicación o Implementación, el mismo que deberá ser incorporado en sus 
estrategias de desarrollo sostenible, siendo pertinente contar previamente con un 
diagnóstico de la situación de los COP en el país. 
 
El Convenio trata de la producción, uso, importación, exportación, liberación 
de subproductos, gestión de existencias y eliminación de una primera lista de doce 
COP. También las Partes prohibirán y/o adoptarán las medidas jurídicas y 
administrativas necesarias para eliminar la producción y uso de PCB. Debido a que 
aún son necesarios los equipos que contienen PCB, sobre todo ciertos 
transformadores y condensadores eléctricos, se ha establecido una excepción que 
permite seguir utilizando estos equipos hasta el año 2025, dentro del marco de 
política establecido en el Convenio, posterior a ello deberán ser reemplazados. Se 






CONVENIO DE BASILEA 
El Convenio sobre el Control de los Movimientos Transfronterizos de los 
Desechos Peligrosos y su Eliminación, al cual se le denomina comúnmente 
“Convenio de Basilea” del cual el Perú es Parte, fue aprobado mediante Resolución 
Legislativa Nº 26234 del 13 de Octubre de 1993 que entró en vigencia en febrero de 
1994. 
 
Este Convenio es un instrumento jurídico global relativo al Manejo 
Ambientalmente Racional (MAR) de desechos peligrosos, incluidos los PCB, y el 
control de sus movimientos transfronterizos. 
 
Marco Legislativo Nacional 
Los PCB en la legislación nacional, no tienen un marco específico normativo, 
existen algunos instrumentos legales que nos permiten definir como un marco 
normativo general e incipiente. Sin embargo se debe reconocer que el Perú cuenta 
con la legislación internacional mencionada de carácter vinculante, de donde se 
desprenden obligaciones y derechos para los involucrados con la gestión y manejo de 
sustancias químicas y de sus residuos en general, dentro de las cuales se encuentran 
los PCB. 
 
La Legislación Nacional disponible se describe a continuación: 
Constitución Política del Perú (1993), la norma legal de mayor jerarquía en 
nuestro país por lo que se le conoce como la Carta Magna, que destaca el derecho de 
la persona humana a gozar de un ambiente equilibrado y adecuado al desarrollo de la 
vida. 
Ley General de Salud - Ley 26842, (15/07/1997). En los artículos 96° al 99° 
establece los lineamientos preventivos, en el manejo de sustancias y productos 
peligrosos a lo largo de su ciclo de vida. En los artículos 100° al 102° establece los 
lineamientos preventivos para la higiene y seguridad en los ambientes de trabajo. En 
los artículos 103° al 107° establece los lineamientos para la protección del ambiente 
así como la obligatoriedad del estado, personas naturales y jurídicas al respecto. 
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Ley General del Ambiente, Ley Nº 28611 (15/10/2005). Establece que las 
instalaciones para la fabricación, procesamiento o depósito de sustancias químicas 
peligrosas explosivas deben estar ubicadas en áreas industriales, según el criterio de 
zonificación aprobado por el gobierno local (art. 23°). El art. 83º establece las 
disposiciones para el control de sustancias químicas y establece la responsabilidad 
del generador con respecto a la gestión de residuos peligrosos. 
Ley General de Residuos Sólidos – Ley Nº 27314 (21/07/00) que establece 
las obligaciones y responsabilidades de los generadores de residuos, así como de las 
empresas encargadas de su manejo. Establece también los derechos y atribuciones de 
la sociedad en su conjunto para asegurar una gestión adecuada de los residuos sólidos 
peligrosos y no peligrosos en forma sanitaria y ambiental. En esta norma no se 
involucran los residuos líquidos, que se contemplan recién con la promulgación del 
Reglamento respectivo. 
Reglamento de la Ley General de Residuos Sólidos - D. S. Nº 057-2004-
PCM (22/07/2004). Contiene una normativa relativa a los PCB, en virtud de la Ley 
General de Residuos Sólidos. Esta norma incluye los residuos de aceites y solventes 
industriales en su Novena Disposición Complementaria, Transitoria y Final, por lo 
tanto esta ley establece la gestión ambientalmente racional y segura de dichos 
residuos líquidos peligrosos por parte de compañías registradas (EPS-RS o EC-RS). 
Dichas compañías deben ser autorizadas por DIGESA para el tratamiento y la 
disposición final de PCB hasta que entre en vigencia una ley específica. 
Reglamento para la protección ambiental en la actividad minero - 
metalúrgica - D.S. Nº 016-93-EM, (01/05/93) en el Anexo Nº 1 INFORME SOBRE 
GENERACION DE EMISIONES Y/O VERTIMIENTOS DE RESIDUOS DE LA 
INDUSTRIA MINERO-METALURGICA, hay un acápite específico para declarar 
los residuos industriales con contenido de PCB y detalles de su disposición final. 
Ley de Concesiones Eléctricas – Decreto Ley Nº 25844 (19/11/92), regula las 
actividades relacionadas con la generación, transmisión, distribución y 
comercialización de la energía eléctrica. También señala que el Estado previene la 
conservación del medio ambiente y del uso racional de los recursos naturales en el 
desarrollo de las actividades relacionadas con la generación, transmisión y 
distribución de energía eléctrica. 
107 
 
Reglamento de Protección Ambiental en las Actividades Eléctricas – D.S. 
Nº 29-94-EM (08/06/94), que norma la interrelación de las actividades eléctricas en 
los sistemas de generación, transmisión y distribución, con el medio ambiente, bajo 
el concepto de desarrollo sostenible. En cumplimiento de su Anexo Nº 2: Informe 
sobre la generación de emisiones y vertimiento de residuos de las actividades de la 
energía eléctrica, referidos a los residuos industriales las empresas deben declarar 
obligatoriamente, entre otros residuos peligrosos, los materiales que contienen PCB, 
indicando cantidades y otras características, al igual que la disposición final 
efectuada. 
Ley Nº 28256, Ley para el Transporte de Materiales y Residuos Peligrosos 
(19/06/2004), que promulga las disposiciones generales para el transporte de residuos 






Anexo 2. Pruebas bioquímicas. 
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Anexo 3. Hoja de seguridad de Aroclor Mix 2 
SIGMA-ALDRICH   sigma-aldrich.com 
SAFETY DATA SHEET 
according to Regulation (EC) No. 1907/2006 
Version 4.5 Revision Date 15.05.2014 
Print Date 20.01.2015 
GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA 
 
SECTION 1: Identification of the substance/mixture and of the company/undertaking 
 
1.1 Product identifiers 
Product name : Aroclor Mix 2 
 
Product Number : 48862 
Brand : Supelco 
REACH No. : A registration number is not available for this substance as the substance 
or its uses are exempted from registration, the annual tonnage does not 
require a registration or the registration is envisaged for a later 
registration deadline. 
 
1.2 Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against 
 
Identified uses : Laboratory chemicals, Manufacture of substances 
 
1.3 Details of the supplier of the safety data sheet 
 
Company : Sigma-Aldrich 
3050 Spruce Street 
SAINT LOUIS MO 63103 
USA 
 
Telephone : +1 800-325-5832 
Fax : +1 800-325-5052 
 
1.4 Emergency telephone number 
 
Emergency Phone # : (314) 776-6555 
 
SECTION 2: Hazards identification 
 
2.1 Classification of the substance or mixture 
 
Classification according to Regulation (EC) No 1272/2008 
Flammable liquids (Category 2), H225 
Acute toxicity, Oral (Category 3), H301 
Acute toxicity, Inhalation (Category 3), H331 
Acute toxicity, Dermal (Category 3), H311 
Specific target organ toxicity - single exposure (Category 1), H370 
Specific target organ toxicity - repeated exposure (Category 2), H373 
Chronic aquatic toxicity (Category 2), H411 
 
For the full text of the H-Statements mentioned in this Section, see Section 16. 
 
Classification according to EU Directives 67/548/EEC or 1999/45/EC 
F Highly flammable R11 
T Toxic R23/24/25, R39/23/24/25 






For the full text of the R-phrases mentioned in this Section, see Section 16. 
 
2.2 Label elements 
 
Labelling according Regulation (EC) No 1272/2008









Signal word Danger 
 
Hazard statement(s) 
H225 Highly flammable liquid and vapour. 
H301 + H311 + H331 Toxic if swallowed, in contact with skin or if inhaled 
H370 Causes damage to organs. 
H373 May cause damage to organs through prolonged or repeated exposure. 
H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects. 
 
Precautionary statement(s) 
P210 Keep away from heat/sparks/open flames/hot surfaces. - No smoking. 
P260 Do not breathe dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray. 
P273 Avoid release to the environment. 
P280 Wear protective gloves/ protective clothing. 
P301 + P310 IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER or doctor/ 
physician. 







According to European Directive 67/548/EEC as amended. 
Hazard symbol(s) F Highly flammable 
 T Toxic 














Toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed. 
Danger of cumulative effects. 
Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation, in 
contact with skin and if swallowed. 










Wear suitable protective clothing and gloves. 
In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately 
(show the label where possible). 
Avoid release to the environment. Refer to special instructions/ Safety 
data sheets. 
2.3 Other hazards - none  
SECTION 3: Composition/information on ingredients 
 
3.2 Mixtures 
Chemical characterization : Natural product 
 
Hazardous ingredients according to Regulation (EC) No 1272/2008 






Registration number   01-2119433307-44-XXXX 
Flam. Liq. 2; Acute Tox. 3; 
STOT SE 1; H225, H301 + 
H311 + H331, H370 
<= 100 % 







STOT RE 2; Aquatic Acute 1; 
Aquatic Chronic 1; H373, 
H410 
0,005 - 0,25 % 
 
PCB - Aroclor 1221 
CAS-No. 11104-28-2 
Index-No. 602-039-00-4 
STOT RE 2; Aquatic Acute 1; 
Aquatic Chronic 1; H373, 
H410 





STOT RE 2; Aquatic Acute 1; 
Aquatic Chronic 1; H373, 
H410 
0,005 - 0,25 % 
 
Hazardous ingredients according to Directive 1999/45/EC 






Registration number   01-2119433307-44-XXXX 
F, T, R11 - R23/24/25 - 
R39/23/24/25 





N, R33 - R50/53 0,005 - 0,25 % 
 
PCB - Aroclor 1221 
CAS-No. 11104-28-2 
Index-No. 602-039-00-4 





N, R33 - R50/53 0,005 - 0,25 % 
 
For the full text of the H-Statements and R-Phrases mentioned in this Section, see Section 16 
 
SECTION 4: First aid measures 
 
4.1 Description of first aid measures 
 
General advice 
Consult a physician. Show this safety data sheet to the doctor in attendance. 
 
If inhaled 
If breathed in, move person into fresh air. If not breathing, give artificial respiration. Consult a physician. 
 
In case of skin contact 
Wash off with soap and plenty of water. Take victim immediately to hospital. Consult a physician. 
 
In case of eye contact 
Flush eyes with water as a precaution. 
 
If swallowed 
Do NOT induce vomiting. Never give anything by mouth to an unconscious person. Rinse mouth with 
water. Consult a physician. 
 
4.2 Most important symptoms and effects, both acute and delayed 
The most important known symptoms and effects are described in the labelling (see section 2.2) and/or in 
section 11 
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4.3 Indication of any immediate medical attention and special treatment needed 
no data available 
 
SECTION 5: Firefighting measures 
 
5.1 Extinguishing media 
 
Suitable extinguishing media 
Use water spray, alcohol-resistant foam, dry chemical or carbon dioxide. 
 
5.2 Special hazards arising from the substance or mixture 
Carbon oxides 
 
5.3 Advice for firefighters 
Wear self contained breathing apparatus for fire fighting if necessary. 
 
5.4 Further information 
Use water spray to cool unopened containers. 
 
SECTION 6: Accidental release measures 
 
6.1 Personal precautions, protective equipment and emergency procedures 
Wear respiratory protection. Avoid breathing vapours, mist or gas. Ensure adequate ventilation. Remove 
all sources of ignition. Evacuate personnel to safe areas. Beware of vapours accumulating to form 
explosive concentrations. Vapours can accumulate in low areas. 
For personal protection see section 8. 
 
6.2 Environmental precautions 
Prevent further leakage or spillage if safe to do so. Do not let product enter drains. Discharge into the 
environment must be avoided. 
 
6.3 Methods and materials for containment and cleaning up 
Contain spillage, and then collect with an electrically protected vacuum cleaner or by wet-brushing and 
place in container for disposal according to local regulations (see section 13). 
 
6.4 Reference to other sections 
For disposal see section 13. 
 
SECTION 7: Handling and storage 
 
7.1 Precautions for safe handling 
Avoid contact with skin and eyes. Avoid inhalation of vapour or mist. 
Keep away from sources of ignition - No smoking.Take measures to prevent the build up of electrostatic 
charge. 
For precautions see section 2.2. 
 
7.2 Conditions for safe storage, including any incompatibilities 
Store in cool place. Keep container tightly closed in a dry and well-ventilated place. Containers which are 
opened must be carefully resealed and kept upright to prevent leakage. 
 
7.3 Specific end use(s) 
Apart from the uses mentioned in section 1.2 no other specific uses are stipulated 
 
SECTION 8: Exposure controls/personal protection 
 
8.1 Control parameters 
 
Components with workplace control parameters 
 
8.2 Exposure controls 
 
Appropriate engineering controls 
Avoid contact with skin, eyes and clothing. Wash hands before breaks and immediately after handling 
the product. 
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Personal protective equipment 
 
Eye/face protection 
Face shield and safety glasses Use equipment for eye protection tested and approved under 
appropriate government standards such as NIOSH (US) or EN 166(EU). 
 
Skin protection 
Handle with gloves. Gloves must be inspected prior to use. Use proper glove removal technique 
(without touching glove's outer surface) to avoid skin contact with this product. Dispose of 
contaminated gloves after use in accordance with applicable laws and good laboratory practices. 
Wash and dry hands. 
 
The selected protective gloves have to satisfy the specifications of EU Directive 89/686/EEC and 




Minimum layer thickness: 0,3 mm 
Break through time: 480 min 
Material tested:Butoject® (KCL 897 / Aldrich Z677647, Size M) 
 
Splash contact 
Material: Nitrile rubber 
Minimum layer thickness: 0,4 mm 
Break through time: 30 min 
Material tested:Camatril® (KCL 730 / Aldrich Z677442, Size M) 
 
data source: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, phone +49 (0)6659 87300, e-mail sales@kcl.de, 
test method: EN374 
If used in solution, or mixed with other substances, and under conditions which differ from EN 374, 
contact the supplier of the CE approved gloves. This recommendation is advisory only and must 
be evaluated by an industrial hygienist and safety officer familiar with the specific situation of 
anticipated use by our customers. It should not be construed as offering an approval for any 
specific use scenario. 
 
Body Protection 
Complete suit protecting against chemicals, Flame retardant antistatic protective clothing, The type 
of protective equipment must be selected according to the concentration and amount of the 
dangerous substance at the specific workplace. 
 
Respiratory protection 
Where risk assessment shows air-purifying respirators are appropriate use a full-face respirator 
with multi-purpose combination (US) or type ABEK (EN 14387) respirator cartridges as a backup 
to engineering controls. If the respirator is the sole means of protection, use a full-face supplied air 
respirator. Use respirators and components tested and approved under appropriate government 
standards such as NIOSH (US) or CEN (EU). 
 
Control of environmental exposure 
Prevent further leakage or spillage if safe to do so. Do not let product enter drains. Discharge into 
the environment must be avoided. 
 
SECTION 9: Physical and chemical properties 
 
9.1 Information on basic physical and chemical properties 
 
a)   Appearance                      Form: liquid 
b)   Odour                               no data available 
c)   Odour Threshold              no data available 
d)   pH                                     no data available 
 
e) Melting point/freezing 
point 
 
f) Initial boiling point and 
boiling range 
 
no data available 
no data available 
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g) Flash point 11,0 °C - closed cup 
h) Evapouration rate no data available 






no data available 
 
k)   Vapour pressure               no data available 
l)    Vapour density                 no data available 
m)  Relative density                no data available 
n)   Water solubility                 no data available 
 









no data available 
no data available 
no data available 
 
r)    Viscosity                           no data available 
s)   Explosive properties         no data available 
t)    Oxidizing properties         no data available 
9.2 Other safety information 
no data available 
 
SECTION 10: Stability and reactivity 
 
10.1 Reactivity 
no data available 
 
10.2 Chemical stability 
Stable under recommended storage conditions. 
 
10.3 Possibility of hazardous reactions 
no data available 
 
10.4 Conditions to avoid 
Heat, flames and sparks. Extremes of temperature and direct sunlight. 
 
10.5 Incompatible materials 
Acids, Oxidizing agents, Alkali metals, Acid chlorides, Acid anhydrides, Reducing agents 
 
10.6 Hazardous decomposition products 
Other decomposition products - no data available 
In the event of fire: see section 5 
 
SECTION 11: Toxicological information 
 
11.1 Information on toxicological effects 
 
Acute toxicity 
no data available 
 
Skin corrosion/irritation 
no data available 
 
Serious eye damage/eye irritation 
no data available 
 
Respiratory or skin sensitisation 
no data available 
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Germ cell mutagenicity 




IARC: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as 
probable, possible or confirmed human carcinogen by IARC. 
 
Reproductive toxicity 
no data available 
 
Specific target organ toxicity - single exposure 
no data available 
 
Specific target organ toxicity - repeated exposure 
no data available 
 
Aspiration hazard 
no data available 
 
Additional Information 
RTECS: Not available 
 
Methyl alcohol may be fatal or cause blindness if swallowed., Cannot be made non-poisonous., Effects due 
to ingestion may include:, Nausea, Dizziness, Gastrointestinal disturbance, Weakness, Confusion., 
Drowsiness, Unconsciousness, To the best of our knowledge, the chemical, physical, and toxicological 
properties have not been thoroughly investigated. 
 
 
SECTION 12: Ecological information 
 
12.1 Toxicity 
no data available 
 
12.2 Persistence and degradability 
no data available 
 
12.3 Bioaccumulative potential 
no data available 
 
12.4 Mobility in soil 
no data available 
 
12.5 Results of PBT and vPvB assessment 
PBT/vPvB assessment not available as chemical safety assessment not required/not conducted 
 
12.6 Other adverse effects 
Toxic to aquatic life with long lasting effects. 
 
SECTION 13: Disposal considerations 
 
13.1 Waste treatment methods 
 
Product 
Burn in a chemical incinerator equipped with an afterburner and scrubber but exert extra care in igniting 




Dispose of as unused product. 
 
SECTION 14: Transport information 
 
14.1 UN number 
ADR/RID: 1230 IMDG: 1230 IATA: 1230 
 
14.2 UN proper shipping name 
ADR/RID: METHANOL, SOLUTION 
IMDG: METHANOL, SOLUTION 






IATA: Methanol, SOLUTION 
 
Transport hazard class(es) 
 
 ADR/RID: 3 (6.1) IMDG: 3 (6.1) IATA: 3 (6.1) 






14.5 Environmental hazards 
ADR/RID: no 
 
IMDG Marine pollutant: no 
 
IATA: no 
14.6 Special precautions for user 
no data available 
  
SECTION 15: Regulatory information 
 
This safety datasheet complies with the requirements of Regulation (EC) No. 1907/2006. 
 
15.1 Safety, health and environmental regulations/legislation specific for the substance or mixture 
 
no data available 
 
15.2 Chemical Safety Assessment 
For this product a chemical safety assessment was not carried out 
 
 
SECTION 16: Other information 
 
Full text of H-Statements referred to under sections 2 and 3. 
 
Acute Tox. Acute toxicity 
Aquatic Acute Acute aquatic toxicity 
Aquatic Chronic Chronic aquatic toxicity 
Flam. Liq. Flammable liquids 
H225 Highly flammable liquid and vapour. 
H301 Toxic if swallowed. 
H301 + H311 + 
H331 
Toxic if swallowed, in contact with skin or if inhaled 
H311 Toxic in contact with skin. 
H331 Toxic if inhaled. 
H370 Causes damage to organs. 
H373 May cause damage to organs through prolonged or repeated exposure. 
H410 Very toxic to aquatic life with long lasting effects. 
H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects. 
STOT RE Specific target organ toxicity - repeated exposure 
STOT SE Specific target organ toxicity - single exposure 
 
Full text of R-phrases referred to under sections 2 and 3 
 
F Highly flammable 
N Dangerous for the environment 
R11 Highly flammable. 
R23/24/25 Toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed. 
R33 Danger of cumulative effects. 
R39/23/24/25 Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation, in contact with 
skin and if swallowed. 
R50/53 Very toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the aquatic 
environment. 




Copyright 2014 Sigma-Aldrich Co. LLC. License granted to make unlimited paper 
copies for internal use only. 
The above information is believed to be correct but does not purport to be all 
inclusive and shall be used only as a guide. The information in this document is 
based on the present state of our knowledge and is applicable to the product with 
regard to appropriate safety precautions. It does not represent any guarantee of 
the properties of the product. Sigma-Aldrich Corporation and its Affiliates shall not 
be held liable for any damage resulting from handling or from contact with the 
above product. See www.sigma- aldrich.com and/or the reverse side of invoice or 
packing slip for additional terms and conditions of sale. 
 
